Déterminants moléculaires impliqués dans l'activation et l'activité de la caspase 7 by Boucher, Dave
Université de Sherbrooke




Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé 
en vue de l'obtention du grade de philosophiae doctor (Ph.D.)
en Pharmacologie
Sherbrooke, Québec, Canada 
Septembre 2012
Membres du jury d'évaluation 
Pre Andréa Leblanc, département de neurologie et neurochirurgie, Université McGill 
Pr Martin Bisaillon, département de biochimie 
Pr Richard Leduc, département de pharmacologie 
Pr Jean-Bernard Denault, département de pharmacologie
© Dave Boucher, 2012
1+1 Library and Archives CanadaPublished Heritage Branch Bibliothèque et Archives CanadaDirection du Patrimoine de l'édition
395 Wellington Street 
Ottawa ON K1A0N4 
Canada
395, rue Wellington 
Ottawa ON K1A 0N4 
Canada
Your file Votre référence 
ISBN: 978-0-494-94406-6
Our file Notre référence 
ISBN: 978-0-494-94406-6
NOTICE:
The author has granted a non­
exclusive license allowing Library and 
Archives Canada to reproduce, 
publish, archive, preserve, conserve, 
communicate to the public by 
telecommunication or on the Internet, 
loan, distrbute and sell theses 
worldwide, for commercial or non­
commercial purposes, in microform, 
paper, electronic and/or any other 
formats.
AVIS:
L'auteur a accordé une licence non exclusive 
permettant à la Bibliothèque et Archives 
Canada de reproduire, publier, archiver, 
sauvegarder, conserver, transmettre au public 
par télécommunication ou par l'Internet, prêter, 
distribuer et vendre des thèses partout dans le 
monde, à des fins commerciales ou autres, sur 
support microforme, papier, électronique et/ou 
autres formats.
The author retains copyright 
ownership and moral rights in this 
thesis. Neither the thesis nor 
substantial extracts from it may be 
printed or otherwise reproduced 
without the author's permission.
L'auteur conserve la propriété du droit d'auteur 
et des droits moraux qui protege cette thèse. Ni 
la thèse ni des extraits substantiels de celle-ci 
ne doivent être imprimés ou autrement 
reproduits sans son autorisation.
In compliance with the Canadian 
Privacy Act some supporting forms 
may have been removed from this 
thesis.
While these forms may be included 
in the document page count, their 
removal does not represent any loss 
of content from the thesis.
Conformément à la loi canadienne sur la 
protection de la vie privée, quelques 
formulaires secondaires ont été enlevés de 
cette thèse.
Bien que ces formulaires aient inclus dans 




Tu disais souvent que je  serais un grand Docteur, un grand chercheur
Voilà un pas de plus vers ce rêve
Choisi un métier que tu  aimes, 
comme ce fa tu n 'auraspas à travaiffer 
un s e u f  iourcfe ta vie 
Confucius
RÉSUM É
Déterminants moléculaires impliqués dans l’activation et l’activité de caspase 7
Par
Dave Boucher 
Programme de doctorat en pharmacologie
Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l'obtention 
du diplôme de philosophiae doctor (Ph.D.) en Pharmacologie à la Faculté de médecine et 
des sciences de la santé. Université de Sherbrooke, Sherbrooke. Québec. Canada, J 1H 5N4
Les caspases forment une famille de protéases à cystéine impliquées dans divers processus 
comme Fapoptose et l’inflammation. Durant Fapoptose. une forme de mort cellulaire 
programmée, les caspases initiatrices (caspases 8, 9 et 10) activent par protéolyse les 
caspases exécutrices 3 et 7. Ces dernières cliveront par la suite divers substrats cellulaires 
pour ainsi mener au démantèlement contrôlé de la cellule qui est propre à Fapoptose. 
Durant mon doctorat, je me suis intéressé à l’implication de la caspase 7 durant Fapoptose, 
autant la façon dont elle est activée que la manière dont elle reconnait ses substrats. 
D’abord, j'a i voulu étudier l'implication des sites de clivage du connecteur interdomaine 
(CID) de la caspase 7 dans son activation par les caspases initiatrices et les déterminants 
primaires sous-jacents impliqués dans cette activation. Cette étude a révélé l'importance de 
la localisation du site de clivage dans le CID de la caspase 7 pour une activation adéquate 
par les caspases initiatrices. La mutagénèse de ces sites nous a permis de constater que la 
séquence des sites chez la caspase 7 était presque optimale pour son activation par les 
caspases 8 et 9 et qu’il contient des déterminants importants pour l'activité enzymatique de 
la caspase 7. Mes travaux soulignent également l’importance de la longueur du CID pour 
l’activité pré-clivage de la caspase 8. mais pas de la caspase 7. En somme, ces travaux ont 
permis d’éclaircir l’importance des sites de clivage de caspase 7 pour sa reconnaissance par 
les caspases initiatrices et pour son activité catalytique. Ces travaux ont fait l'objet du 
premier article de cette thèse. Puis, je me suis intéressé à la reconnaissance de certains 
substrats de la caspase 7 par des sites de reconnaissance situés à l'extérieur de la pochette 
de liaison du substrat, les exosites. J'ai identifié un exosite situé dans le domaine N- 
terminal de la caspase 7 qui est principalement contenu dans une séquence polybasique de 
quatre résidus lysine (K38-41). Cet exosite améliore le clivage des protéines poly(ADP 
ribose) polymérase 1 (PARP-1) et p23 sans toutefois changer l’activité catalytique basale 
de la caspase 7. Il est transférable sur la caspase 3 et est capable de lier PARP-1 seul. Cet 
exosite est également utilisé lors de Fapoptose pour favoriser le clivage de certains 
substrats par la caspase 7. L’existence de ce site explique les différentes activités 
catalytiques des caspases 7 et 3 sur des substrats apoptotiques précis. En somme, ces 
travaux constituent la première démonstration de l'existence d'exosites chez les caspases. 
Mes travaux ont donc permis de mieux comprendre la caspase 7, autant les mécanismes de 
son activation que ceux qu’elle utilise pour choisir ces substrats apoptotiques.
Mots clés : Caspase, Apoptose, Spécificité de substrat. Protéase, Enzymologie
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I n t r o d u c t io n
Il n'y a pas de vie sans mort. Fascinés par la diversité de la vie qui les entourait, les 
biologistes ont longtemps négligé cet aspect fondamental de la vie.
6.1 Mort cellulaire programmée
Les organismes multicellulaires du règne animal ont développé divers mécanismes afin de 
contrôler leur nombre de cellules (Galluzzi. Vitale et al. 2011). Le terme mort cellulaire 
programmé a été suggéré il y a près de 50 ans par Richard Lockshin. Lockshin étudiait le 
développement des segments intramusculaires du papillon à soie et a constaté que certaines 
cellules mourraient durant le processus (Lockshin and Zakeri 2001). Il fut le premier à 
étudier et caractériser la mort cellulaire. Présentement, plusieurs mécanismes ont été décrits 
comme étant capables d'exécuter une mort cellulaire programmée. Ces mécanismes 
permettent un développement adéquat, la régulation de la morphogénèse et du nombre de 
cellules, l'élimination des cellules malades ou dangereuses et la défense face à différents 
stress (Galluzzi, Maiuri et al. 2007; Lockshin and Zakeri 2007). Parmi les formes majeures 
de mort cellulaire programmées caractérisées, l'on compte entre autre Fentose. la 
nécroptose, la mort cellulaire autophagique, la pyroptose et Fapoptose. Bien qu’ayant un 
objectif final similaire (l'élimination de la cellule cible), ces formes de morts cellulaires 
divergent en différents points et présentent des traits distinctifs (Galluzzi, Aaronson et al. 
2009; Galluzzi. Vitale et al. 2011).
6.1.1 Entose
L'entose (Overholtzer, Mailleux et al. 2007; Overholtzer and Brugge 2008) est une forme 
de mort cellulaire par engouffrement des cellules épithéliales qui a lieu surtout au niveau de 
la matrice extracellulaire. La cellule cible envahis une cellule voisine (cell-in-cell invasion) 
causant ainsi sa propre mort par la cellule-hôte. Ce processus encore peu décrit est 
fréquemment observé chez les cellules cancéreuses et pourrait présenter un mécanisme 
permettant la tumorigénèse et Faneuploïdie (Krajcovic and Overholtzer 2012).
Ce processus est dépendant de Faction contractile de la petite GTPase Rho et de sa 
protéine effectrice la kinase ROCK sur les fibres d'actomyosine. Les forces de compaction 
associées à la présence de jonctions adhérentes liées à la cadhérine sont également
importantes pour l'exécution de ce processus. La cellule engouffrée peut persister dans la 
cellule hôte durant plusieurs jours mais elle sera éventuellement éliminée par son hôte via 
les lysosomes (Overholtzer. Mailleux et al. 2007). Dans ce cas. l'entose est une façon par 
laquelle les cellules cancéreuses créent l'aneuploidie (Krajcovic. Johnson et al. 2011; 
Krajcovic and Overholtzer 2012).
6.1.2 Mort cellulaire autophagique
La mort cellulaire autophagique (Denton. Nicolson et al. 2012) est caractérisée par la 
formation de larges vacuoles à double membranes contenant des portions de cytoplasmes, 
les autophagosomes. Suite à leur formation, les autophagosomes peuvent maturer en une 
forme de vacuoles à une membrane, les autolysosomes. Cette forme de mort cellulaire est 
distincte de l'autophagie proprement dite puisque Lautophagie par elle même ne cause pas 
la mort cellulaire. Elle a surtout été décrite chez les insectes lors de leur développement et 
semble essentielle pour l'élimination de certaines structures. Chez la mouche à fruit 
Drosophila melanogaster par exemple, Lautophagie est essentielle à l’élimination des 
glandes salivaires (Mills. Daish et al. 2006; McPhee, Logan et al. 2010) et de l’intestin 
intermédiaire chez les larves (Denton, Shravage et al. 2009). La mort cellulaire par 
autophagie est également associée à une diminution des nutriments disponibles. Cependant, 
la pertinence de ce mécanisme chez les mammifères (Kroemer and Levine 2008) et le 
mécanisme exact associé à cette forme de mort cellulaire restent à être clarifiés.
6.1.3 La nécroptose
La nécroptose (Vandenabeele, Galluzzi et al. 2010) est une forme de mort cellulaire 
programmée qui a des caractéristiques similaires à la nécrose. Elles sont toutes deux 
caractérisées par un gonflement de la cellule qui va éventuellement mener à la rupture de la 
membrane plasmique et à la relâche du contenu cytoplasmique, ce qui entrainera une 
réponse inflammatoire importante. La description qui en sera faite englobera donc en même 
temps celle de la nécrose mais il est important de souligner que le caractère programmé de 
la nécroptose est ce qui la distingue de la nécrose. La nécroptose est perçue dans bien des 
cas comme une mort cellulaire qui a lieu lorsque la cellule échoue dans sa tentative d'entrer 
en apoptose. Bien que son importance physiologique soit peu décrite, la nécroptose est
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impliquée dans les effets pathologiques des dommages ischémiques (Linkermann. Brasen 
et al. 2012). de certaines infections virales (Rosenbaum. Degterev et al. 2010) et dans la 
neurodégénération (Rosenbaum. Degterev et al. 2010).
La nécroptose est déclenchée par L activation des récepteurs de la mort et a été surtout 
étudiée suite à F activation du récepteur TNF-R1 (tumour-necrosis factor receptor 1) 
(Vercammen. Beyaert et al. 1998). La liaison de certains ligands au niveau de ces 
récepteurs entraine le recrutement de plusieurs protéines et la formation d'un complexe 
appelé le nécrosome. Les PAMP (pathogens associated moleculars patterns) peuvent 
également activer la nécroptose (Vanlangenakker. Vanden Berghe et al. 2012). Les 
protéines kinases RIP-1 et RIP-3 (receptor interacting protein 1 et 3) (Stanger, Leder et al. 
1995) sont les acteurs centraux de cette forme de mort cellulaire (Cho, Challa et al. 2009). 
Le nécrosome est régulé par l'ubiquitinylation et par la phosphorylation mutuelle de RIP-1 
et RIP-3. Ce complexe va également recruter les protéines adaptatrices TRAF-2 et TRAF-5 
(TNFR-associated factor 2 et 5) et des kinases comme TAK-1 (TGF-fi activated kinase 1) 
et permettre l’activation de NFkB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer o f  activated 
B cells). Malgré la présence de la caspase 8 au niveau du nécrosome, la nécroptose a lieu en 
absence de F activation des caspases. Une activation des caspases empêche la nécroptose 
puisque RIP-1 est un substrat de la caspase 8 (Lin, Devin et al. 1999; Oberst, Dillon et al. 
2011). Le processus implique également une diminution du niveau d ’énergie à l'intérieur 
de la cellule, une augmentation des niveaux d’espèces réactives de l’oxygène et de l’azote, 
une augmentation du niveau de calcium intracellulaire de même que de l'activité des 
protéases lysosomiales dans le cytosol (Vandenabeele. Galluzzi et al. 2010).
6.1.4 La pyroptose
La pyroptose (Bergsbaken, Fink et al. 2009; Miao, Rajan et al. 2011) est une forme de mort 
cellulaire des macrophages et des cellules dendritiques décrite récemment qui partage 
plusieurs points en commun avec la nécrose et Fapoptose. Comme la nécrose, elle est 
caractérisée par une rupture des membranes plasmiques et par le relâchement du contenu 
cytoplasmique. Le contenu cytoplasmique relâché contient de nombreuses molécules 
hautement inflammatoires. C'est la formation de pores d’environ un micromètre formés à la 
membrane plasmique qui entrainera la lyse cellulaire. L'exocytose des lysosomes est
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également observée et la relâche de composés antibactériens (Alonso. Pethe et al. 2007). 
Comme durant l'apoptose. l‘ADN cellulaire est dégradé et une famille de protéases à 
cystéine appelée caspase sera activée (Bergsbaken. Fink et al. 2011). La dégradation de 
FADN n'est cependant pas observée dans toutes les situations (Lamkanfi. Kanneganti et al. 
2008) et la nucléase impliquée n 'a pas été identifiée jusqu'à présent. Une condensation de la 
chromatine est observée mais contrairement à Fapoptose. le noyau demeure intact. La 
pyroptose nécessite l'activité protéolytique de la caspase 1. La caspase 1 clive plusieurs 
protéines et certains substrats apoptotiques tels la poly (ADP ribose) polymérase (PARP-1 ) 
et la caspase 7. Cette dernière n'est pas requise pour l'apparition des caractéristiques 
pyroptotiques connues.
La pyroptose est activée suite à l'intégration par la famille de protéines NLRP (Nod-like 
receptor protein) de différents signaux associés au danger provenant du soi (danger- 
associated molecular patterns, DAMP), comme les cristaux d’acide urique, ou d ’un 
envahisseur (PAMP), tel l’ADN bactérien principalement. Les protéines NLRP recrutent la 
protéine adaptatrice ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD) et 
formeront une plateforme protéique appelée l'inflammasome. Ce processus permettra la 
maturation de deux cytokines inflammatoires par la caspase 1: la prointerleukine-18 et la 
prointerleukine-ip (Ceballos-Olvera. Sahoo et al. 2011; Miao. Rajan et al. 2011). Le 
clivage de ces substrats est crucial pour plusieurs réponses immunitaires mais n ’est pas 
essentiel pour l'exécution et pour tous les effets systémiques de la pyroptose (Miao, Leaf et 
al. 2010; Ceballos-Olvera, Sahoo et al. 2011). Les substrats cruciaux de la caspase 1 et ou 
de la caspase 7 pour l'exécution de la pyroptose reste à être identifiés.
6.1.5 L ’apoptose
L'apoptose est la forme de mort programmée principale chez les organismes animaux 
multicellulaires (Taylor, Cullen et al. 2008). Elle est essentielle à divers processus vitaux 
comme la morphogénèse, le maintien de l'immunité et la protection contre les dommages 
cellulaires. Cette forme de mort cellulaire est conservée du nématode aux mammifères 
supérieurs et implique des mécanismes conservés (Lamkanfi, Declercq et al. 2002; 
Degterev and Yuan 2008). L'apoptose est caractérisée phénotypiquement par 
l'extemalisation du phosphatidylsérine, la condensation de la chromatine, la dégradation 
intemucléosomale de l'ADN, la fragmentation du noyau et le bourgeonnement
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membranaire (blebbing) permettant l'empaquetage du cytoplasme. L'apparition de ce 
phénotype implique l'activation et l'activité des caspases. C'est le clivage de substrats 
précis par ces protéases qui permettra l'apparition du phénotype apoptotique et l'exécution 
de l'apoptose.
Le signal apoptotique. celui qui permet l'enclenchement de l'apoptose, provient de 
l'intérieur de la cellule (voie intrinsèque) ou de l'extérieur de la cellule (voie extrinsèque) 
(Figure 1). Il est intégré via des macroplateformes protéiques (Mace and Riedl 2010) qui 
permettent l'activation des caspases initiatrices. Ces caspases. les caspases 8, 9 et 10 chez 
l'Homme, activeront ensuite par clivage les caspases exécutrices (3 et 7). Les caspases 
exécutrices cliveront à leur tour divers substrats cellulaires pour mener au démantèlement 
contrôlé de la cellule. : L'exécution de l’apoptose peut également être initiée par la protéase 
à sérine granzyme B. Celle-ci est acheminée à la cellule cible via la formation de synapses 
immunologiques avec une cellule NK (natural killer) ou une cellule T tueuse CD8+.Cette 
protéase active directement l’apoptose en clivant et en activant les caspases 3 et 7. Ces trois 
voies sont détaillées ci-dessous. Outre les caspases elles-mêmes, les substrats cruciaux des 
caspases durant l'apoptose restent encore à être identifiés (Timmer and Salvesen 2007).
6.1.5.1 La voie extrinsèque
La voie extrinsèque est une voie apoptotique durant laquelle le signal initiateur provient de 
l’extérieur de la cellule (figure 1). Lorsque des cellules sont cancéreuses ou infectées par 
des virus, les cellules immunitaires (principalement les cellules NK) et les lymphocytes 
cytotoxiques reconnaissent des signaux précis et présentent aux cellules malades différents 
ligands cytotoxiques tels TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand), TNF (tumour 
necrosis factor) et FASL {fibroblast associated ligand). C ’est la liaison de ces ligands à 
leurs récepteurs (RM, famille des super récepteur de la mort) qui entraine l’activation de la 
voie extrinsèque. Ces récepteurs existent dans un état trimérique et la liaison du ligand va 
stabiliser cette structure. Par la suite, les récepteurs de la mort vont recruter différentes 
protéines adaptatrices dont la protéine FADD {Fas-associated DD protein) via une 
interaction au niveau de domaine homotypique DD {Death domain). La protéine FADD 
joue ici le rôle d'adaptateur bipartite qui fait le pont entre le récepteur de la mort et les
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caspases initiatrices 8 et 10 via son domaine homotypique DED (Death effector domain) et 
permet ainsi leur recrutement au niveau des récepteurs de la mort et éventuellement
\ CaspasM I l —Exécutrice»InflammationSurvio
Substrats apoptotiques 
PARP, p23
Figure 1 : Les trois principales voies apoptotiques
L’apoptose est principalement exécutée via trois voies. Dans la voie extrinsèque, un ligand 
de mort trimérique (ligand Fas, TRAIL ou autre) lie un récepteur de la mort (RM) et initie 
la formation du DISC. Ces récepteurs peuvent également engager des voies alternatives 
engendrant la survie cellulaire et l’inflammation. Dans la voie intrinsèque, la relâche du 
cytochrome c (cyt c) de la mitochondrie cause la formation d’un complexe d’activation de 
la caspase 9, l’apoptosome. Le clivage de BID par les caspases 8 et 10 peut également 
peimettre la formation de l’apoptosome via la dépolarisation de la mitochondrie et la 
relâche du cyt c. Alternativement, des cellules immunitaires peuvent injecter via des pores 
de perforine la protéase à sérine granzyme B. Ces trois voies vont culminer en l’activation 
des caspases exécutrices 3 ,6  et 7. Une fois activée, ces protéases clivent plusieurs substrats 
cellulaires (p.ex., PARP et p23) et mener au démantèlement contrôlé de la cellule. (Figure 
adaptée de Boucher et Denault, Encyclopedia o f Signaling Molecules (2012) Chapitre 176 
(DOI :10.1007/978-1-4419-0461-4_ 176))
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leur activation par dimérisation. FADD peut également permettre le recrutement d 'un 
régulateur des caspases 8 et 10. la protéine FLIP [FADD-Iike interleukin-1-^-converting 
enzyme (FL1CE) inhibitory' protein]. La présence de FLIP au niveau de ce récepteur est 
notamment importante pour la régulation de l'activité de la caspase 8 durant Fapoptose 
(Micheau. Thome et al. 2002) de même que lors des fonctions non apoptotiques des 
caspases (Oberst. Dillon et al. 2011; Oberst and Green 2011). D'autres protéines comme 
TRADD (TNF receptor-associated DD). TRAF-2 (Wajant and Scheurich 2001) peuvent 
également être recrutées aux récepteurs de la mort et être impliquées dans une signalisation 
découlant de ceux-ci (Hsu. Xiong et al. 1995). La signalisation via ces récepteurs est fort 
importante pour le maintien du système immunitaire (Wilson, Dixit et al. 2009). De 
récentes données sur la structure du complexe suggèrent que cinq DD de récepteurs de la 
mort oligomérisent avec cinq DD de FADD (Hymowitz and Dixit 2010). Le complexe 
formé du récepteur de la mort, de FADD et des caspases initiatrices 8 et 10 est appelé DISC 
(Death-inducing signaling complex). La fonction principale du DISC durant Fapoptose est 
de permettre la dimérisation et l’activation des caspases initiatrices. Il peut également servir 
à recruter des protéines qui mèneront à l’activation de NFkB (similaire au complexe 
nécrosome observé durant la nécroptose) et à l’activation de diverses kinases comme les 
MAPK (mitogen activated protein kinase) et JNK (c-Jun amino-terminal kinase) (Johnson 
and Lapadat 2002). Ces signaux sont impliqués dans la survie cellulaire et dans 
l'inflammation.
La voie extrinsèque peut être autosuffisante dans sa capacité à tuer la cellule par apoptose 
(type I) ou nécessiter l’amplification de la voie apoptotique via l’activation de la voie 
intrinsèque (type II). Le niveau protéique de XIAP (X-linked inhibitor o f  apoptosis protein) 
est le facteur déterminant impliqué dans la nécessité de recourir à la voie intrinsèque pour 
que Fapoptose s'exécute complètement (Jost, Grabow et al. 2009). Cette protéine va agir en 
contrôlant l'activité des caspases 3, 7 et 9 et son mécanisme sera expliqué plus en détail aux 
sections 6.2.5.3 et 6.2.6.2. Pour permettre l’activation de la voie intrinsèque, les caspases 8 
et 10 vont cliver et ainsi activer la protéine BID (BH3-interacting domain death agonist), 
un activateur des protéines BAX et BAK, des membres proapoptotiques de la famille BCL- 
2 (Li, Zhu et al. 1998). Outre BID et les caspases 3 et 7, les caspases 8 et 10 vont également 
cliver la protéine RIP-1 (Fischer, Stroh et al. 2006; Scott, Fuchs et al. 2008).
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6.1.5.2 La voie intrinsèque
Lorsque les cellules captent des signaux de danger provenant de l'intérieur de la cellule, 
comme des dommages à l'ADN. la présence d'espèces réactive de l'oxygène, elles 
initieront l'apoptose via une voie signalétique appelée intrinsèque (Shi 2001). La famille de 
protéines BCL-2 (B cell CLL/lymphoma-2), qui regroupe des membres pro- et anti- 
apoptotique. est responsable de la détection de plusieurs de ces signaux (Chipuk and Green 
2008; Chipuk, Moldoveanu et al. 2010) et de leur intégration au niveau de la mitochondrie. 
Ce sont les interactions entre ces protéines qui dicteront le destin cellulaire. La présence 
d'un signal de danger entraine l'activation de deux protéines de la famille BCL-2 pro- 
apoptotique, BAX (BCL-2-associated x protein) et BAK (BCL-2 antagonist killer 1). Ces 
protéines, effecteurs directs de la dépolarisation mitochondriale, oligomérisent et forment 
des pores au niveau de la membrane mitochondriale et permettre la sortie de l’espace 
intermembranaire de plusieurs protéines mitochondriales comme AIF (Apoptosis-inducing 
factor), SMAC (Second Mitochondria-derived Activator o f  Caspases) et du cytochrome c. 
À l’état basai, l’oligomérisation de BAX et BAK est prévenue par l'activité inhibitrice des 
protéines BCL-2 de type anti-apoptotique, p.ex., MCL-1 (myeloid cell leukemia 1) et BCL- 
2. D'autres protéines de la famille BCL-2 de type pro-apoptotique ont une action davantage 
sensibilisatrice (BAD, BIK. BMF, NOXA, PUMA et HRK) et permettent de lever 
l’inhibition sur BAX et BAK en liant les protéines anti-apoptotiques. Leur niveau 
d’expression est finement régulé par des protéines liés au dommage à l’ADN comme p53 
(Jeffers, Parganas et al. 2003; Pietsch, Sykes et al. 2008). Finalement, une dernière classe 
de protéines pro-apoptotiques BCL-2 vont jouer le rôle d'activateur direct (BIM, BID) en 
permettant l’activation de BAK et BAX. La perméabilisation de la mitochondrie par BAX 
et BAK est un événement essentiel pour l'exécution de Fapoptose via la voie intrinsèque. 
L’une des protéines relâchées dans le cytoplasme, le cytochrome c, est responsable de la 
formation de la macroplateforme activatrice de caspases, l'apoptosome. Suite à sa sortie, le 
cytochrome c lie la protéine APAF-1 (Apoptotic protease-activating factor 1) sur son 
domaine WD-40. Cette liaison libère le domaine NB-ARC (nucleotide-binding and 
oligomerization domain) d'APAF-1. qui hydrolyse l'ATP ou le dATP et permet 
l'heptamérisation de APAF-1 et la formation de l’apoptosome (Riedl and Salvesen 2007; 
Bratton and Salvesen 2010). Une fois formée, cette plateforme permet le recrutement de la
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caspase 9 via son domaine homotypique CARD et favorise l'activation par dimérisation de 
cette caspase. Bien que sept monomères de la caspase 9 puissent potentiellement se lier sur 
la plateforme, il semble que seulement deux molécules de caspase 9 à la fois soient activées 
par la plateforme (Malladi, Challa-Malladi et al. 2009). Une fois la caspase 9 activée, elle 
clive principalement les caspases exécutrices (Bratton. Walker et al. 2001; Twiddy, Cohen 
et al. 2006; Malladi, Challa-Malladi et al. 2009). ce qui les active et leur permet d'exécuter 
l'apoptose. La formation de l'apoptosome est un processus dépendant du niveau d'énergie 
cellulaire (ATP) et l'absence d'énergie requise peut entraîner la mort cellulaire par nécrose 
(Chiarugi 2005). Outre les caspases 8, 9 et 10, les caspases exécutrices 3 et 7 peuvent 
également induire l'apoptose suite à leur activation par la protéase à sérine granzyme B.
6.1.5.3 Voie apoptotique initiée par la granzyme B
La protéase à sérine granzyme B (Chowdhury and Lieberman 2008) est l'une des seules 
autres protéases humaines à avoir une spécificité pour les résidus aspartate. Lorsqu'elles 
sont endommagées ou infectées, les cellules peuvent être reconnues par des cellules 
immunitaires spécialisées, principalement les cellules NK et les lymphocytes T CD8+ 
(Trapani 2012). Ces cellules relâchent via des synapses immunologiques des granules 
contenant différentes protéines dont la granzyme B et la perforine (Voskoboinik, Dunstone 
et al. 2010). En présence de calcium, la perforine forme des pores sur (et ou dans) la cellule 
cible et permet l'entrée de la granzyme B dans le cytosol (Lopez. Brennan et al. 2012).
La granzyme B clive plusieurs caspases dont les caspases 3 et 7 in vitro et in vivo (Van de 
Craen, Van den Brande et al. 1997). Le clivage de ces caspases les active et initie ainsi 
l'apoptose (Gu, Samecki et al. 1996; Quan. Tewari et al. 1996; Yang, Stennicke et al. 
1998).
De plus, la granzyme B clive la protéine de la famille BCL-2 BID, clivage qui permet la 
dépolarisation de la membrane externe de la mitochondrie via BAX et BAK, activant ainsi 
la voie intrinsèque (Ewen, Kane et al. 2012). Par la suite, la relâche de SMAC de l'espace 
intramitochondrial va permettre de lever l'inhibition de XIAP sur les caspases 3 et 7 (Du, 
Fang et al. 2000; Goping, Barry et al. 2003). La granzyme B a également la capacité de 
cliver certains substrats communs aux caspases 3 et 7 comme la protéine PARP-1, DNA- 
PK (DNA-dependant protein kinase) (Casciola-Rosen. Andrade et al. 1999) et ICAD 
(inhibitor o f  caspase activated DNAse). Une déficience en granzyme B chez la souris
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résulte en une augmentation de la susceptibilité de ces souris à certaines infections virales 
et diminue l'efficacité des cellules NK à tuer leur cellule cible (Shresta. Maclvor et al. 
1995: Pardo. Bosque et al. 2004).
6.2 Les caspases
Les caspases (Pop and Salvesen 2009) sont des protéases à cystéine du clan CD qui forment 
la famille C14 (Rawlings and Barrett 1993). Leur nom est la contraction de cysteinyl- 
aspartyl-specific protease (Alnemri. Livingston et al. 1996). Elles ont été découvertes en 
1992 par deux groupes différents comme des enzymes capables de convertir la pro- 
interleukine-1 (3 en sa forme active (Cerretti, Kozlosky et al. 1992; Thomberry, Bull et al. 
1992). Un an plus tard, le groupe de Horvitz découvre que ces protéases sont impliquées 
également dans l'apoptose chez le nématode C. elegans (Yuan. Shaham et al. 1993). Ces 
travaux ont permis de constater également que les caspases sont conservées parmi les 
animaux multicellulaires (Degterev and Yuan 2008). Ces protéases sont impliquées non 
seulement dans la signalisation apoptotique mais également dans d’autres voies de 
signalisation comme l'inflammation (Martinon and Tschopp 2007) et ont des fonctions non 
apoptotiques et non inflammatoires comme le suggère leur implication dans la 
différentiation de plusieurs types cellulaires (Yi and Yuan 2009).
Les caspases sont composées d’un domaine N-terminal de longueur variable, d'une 
grande sous-unité qui possède la dyade catalytique et d’une petite sous-unité qui contient la 
majorité des résidus de la pochette de liaison du substrat (voir figure 2) (Fuentes-Prior and 
Salvesen 2004). Elles possèdent une structure globulaire composée de six feuillets (3 et de 
cinq hélices a  par monomère dans une symétrie a-P-P '-a'. Les caspases initiatrices et 
inflammatoires sont des monomères activés par dimérisation et les caspases exécutrices 
sont constitutivement dimériques et sont activées par clivage de leur CID (connecteur 
interdomaine) (Boatright and Salvesen 2003; Fuentes-Prior and Salvesen 2004). Elles sont 
majoritairement situées au cytoplasme et dans quelques rares cas. au noyau (Colussi, 
Harvey et al. 1998; Erener. Pétrilli et al. 2012). Certaines études leur attribuent également 
une localisation mitochondriale mais la pertinence physiologique de ces données reste à 
être démontrée. (Zhivotovsky. Samali et al. 1999).
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6.2.1 Mécanisme catalytique
Les caspases sont des endopeptidases du clan CD qui possèdent une dyade catalytique 
composée d'une cystéine (cystéine 285. selon la nomenclature structurale de la caspase 1 ) 
et d'une histidine (histidine 237) (Stennicke and Salvesen 1999). Pour cliver son substrat, la 
caspase force le lien peptidique (conformation trigonale planaire) à adopter une 
conformation tétraédrique. Ici. la cystéine catalytique agit à titre de nucléophile et permet 
de stabiliser l'intermédiaire tétraédrique. De son côté, l'histidine agit comme base en 
attirant un proton de la cystéine catalytique et lui permet ainsi d'accroitre son caractère 
nucléophile. L'histidine contribue également à protoner famine a  du lien peptidique à 
cliver et empêche ainsi la reliaison du lien. La cystéine attaque le lien peptidique et ainsi 
permet le clivage.
6.2.2 Spécificité de substrats
Les caspases sont des protéases qui ont une préférence stricte pour le clivage de résidus 
aspartate (famille C l4) (voir figure 3). Dans de rares cas, certaines caspases peuvent 
également cliver après des résidus glutamate (Ethell. Bossy-Wetzel et al. 2001; Snipas, 
Drag et al. 2008; Soares, Lowe et al. 2011). Généralement, les caspases reconnaissent une 
séquence de quatre acides aminés (position P4-P1), dans laquelle la position PI est un 
résidu aspartate (Voir Figure 3) (Schechter and Berger 1967; Timmer and Salvesen 2007). 
Certaines caspases ont une pochette étendue à la position P5 ce qui module leur préférence 
pour certains substrats (Demon, Van Damme et al. 2009; Tang, Wells et al. 2011). La 
position PL est également importante, les caspases préférant un petit acide aminé 
aliphatique (Valine, sérine. glycine) à cette position (Stennicke 2000). La spécificité de 
substrat des caspases a été étudiée avec des librairies de peptides fluorogéniques et ces 
études révèlent une préférence de substrat qui semble propre à chaque sous-classe de 
caspases (Thomberry, Rano et al. 1997; Stennicke, Renatus et al. 2000). Les caspases 
inflammatoires préfèrent les motifs de reconnaissance possédant un résidu aromatique en 
position P4 (WEHD), les caspases initiatrices un résidu petit et hydrophobe en P4 (IETD; 
caspase 8/10. IEHD; caspase 9) et les caspases exécutrices 3 et 7 un résidu acide (DEVD). 
Ces séquences doivent cependant être utilisées avec précaution dans le développement 
d'inhibiteur ciblant le site actif des caspases. En effet, le chevauchement dans la spécificité 
de substrats des caspases rend le développement d’inhibiteur ciblant le site active difficile
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(Wei. Fox et al. 2000; Fu. Chumanevich et al. 2008; McStay. Salvesen et al. 2008). Les 
données résultantes de travaux de spectrométrie de masse sur des cellules en apoptose (Dix. 
Simon et al. 2008; Mahrus. Trinidad et al. 2008) et en pyroptose (Agard. Maltby et al. 
2010) ne montrent pas une conservation si forte au niveau du résidu en position P4 par 
rapport aux données obtenues avec des peptides. Outre la séquence primaire du site de 
clivage du substrat, très peu de facteurs sont présentement connus comme étant importants 
au niveau de la sélection d'un substrat par une caspase (Timmer. Zhu et al. 2009; Crawford 
and Wells 2011). Le site de clivage doit être situé dans une boucle flexible et être 
accessible à la protéolyse. De plus, la séquence située en C-terminal du site de clivage (PL) 
affecte aussi l'efficacité de clivage, les caspases préférant de petits acides aminés 
aliphatiques (sérine. glycine, alanine) à cette position (Stennicke, Renatus et al. 2000). La 
localisation du substrat va également affecter son clivage par une caspase en particulier. Par 
exemple, la sphingomyélinase acide est clivée efficacement in vitro par la caspase 3 et la 
caspase 7 mais est un substrat unique de la caspase 7 à cause de sa colocalisation dans les 
réceptosomes du récepteur TNF-R1 ( Tumour-necrosis factor receptor 1) (Edelmann, 
Bertsch et al. 2011). Les caspases sont classées en trois grandes catégories selon leurs 
fonctions (voir figure 2): les caspases inflammatoires, les caspases initiatrices et les 
caspases exécutrices. De son côté, la caspase 14 est classée dans une catégorie unique.
6.2.3 Caspase 14
La caspase 14 est une caspase unique et différente des autres. Elle est impliquée 
principalement dans la maturation des kératinocytes (Van de Craen, Van Loo et al. 1998; 
Denecker, Hoste et al. 2007; Denecker, Ovaere et al. 2008) et dans la différenciation des 
trophoblastes (White. Declercq et al. 2009). Comme les caspases initiatrices, cette caspase 
monomérique doit dimériser pour être activée mais ne possède aucun domaine 
homotypique en N-terminal comme les caspases initiatrices et inflammatoires 
(Mikolajczyk, Scott et al. 2004). De plus, son CID doit être clivé après un résidu isoleucine, 
probablement par une protéase similaire à l'élastase (elastase-like), pour permettre son 
activité complète (Denecker. Ovaere et al. 2008). Son clivage après le résidu tyrosine 178 
par la protéase KLK7 (kallikrein-related peptidase-7) est également un événement 
activateur de cette caspase (Yamamoto, Miyai et al. 2012). Son site de reconnaissance 
favori, WEHD, est similaire à celui préféré par les caspases inflammatoires (Mikolajczyk,
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Scott et al. 2004). Le principal substrat connu de la caspase 14, la profillagrine, doit être 































Figure 2 : Les caspases humaines
Organisation des domaines des caspases humaines. Les caspases sont divisées en sous- 
familles selon leur implication cellulaire : les caspases inflammatoires (1, 4 et 5), les 
caspases apoptotiques initiatrices (2, 8, 9 et 10) et les caspases exécutrices (3, 6 et 7). Les 
caspases possèdent des domaines variables en N-terminal, soient des domaines CARD 
(jaune), dos domaines DED (orange) ou de courts domaines N-terminal (rouge). La grande 
sous-unité des caspases est représentée en bleu alors que la petite sous-unité est représentée 
en cyan. Leur taille en acide aminé est indiquée à droite. (Figure adaptée de Boucher et 
Denault, Encyclopedia of Signaling Molecules (2012) Chapitre 176 (DOI: 10.1007/978-1- 
4419-0461-4 176))
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L’absence de la caspase 14 dans des modèles murins confère un phénotype qui est 
similaire à celui des individus souffrant & ichthyosis vulgaris, une maladie rendant la peau 
sèche et galleuse (Denecker, Hoste et al. 2007). Le clivage de la profillagrine par la caspase 
14 permet la génération d’unités répétitives de filaggrine qui sont importantes pour 
l’hydratation adéquate de la peau (Hoste, Kemperman et al. 2011).
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Figure 3 : Spécificité de substrats des caspases
Les caspases reconnaissent une séquence (séquence en bleu) de quatre acides aminés (P4- 
P l) et clivent leur substrat entre les résidus PI et PI ’. Le site de liaison du substrat (S4-S1) 
de la caspase lie les résidus correspondants du substrat dans la pochette de liaison.
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6.2.4 Les caspases inflammatoires
Chez l'humain, les caspases 1. 4 et 5 font parties des caspases inflammatoires (Thomberry. 
Bull et al. 1992). Elles sont monomériques. cytosoliques et contiennent un domaine 
homotypique CARD permettant leur recrutement et leur activation par dimérisation. Leur 
principal rôle connu est la maturation de diverses cytokines comme la pro-interleukine-ip 
(proIL-lp) et la pro-interleukine-18 (proIL-18). D'autres substrats de la caspase 1 ont été 
identifiés, dont la caspase 7 (Agard. Maltby et al. 2010). La caspase 1 participe également à 
une forme de mort cellulaire inflammatoire, la pyroptose. Durant ce processus, l'activité 
catalytique de la caspase 1 est requise mais les substrats essentiels qu'elle clive restent 
encore à être identifiés. Les caspases inflammatoires sont activées par des 
macroplateformes, les inflammasomes.
6.2.4.1 Mécanisme d  activation
Les inflammasomes sont des plateformes qui permettent la dimérisation et subséquemment 
l'activation des caspases inflammatoires. Ces plateformes s'assemblent suite à la 
reconnaissance de divers signaux inflammatoires tel que l'acide urique, la flagelline et 
l’ADN bactérien (Bryant and Fitzgerald 2009). Présentement, trois protéines adaptatrices 
faisant parties de la famille de Nod-like receptor (NLR; NLRP-1, NLRP-3 et IPAF) et une 
protéine de la famille interferon inducible protein-200 (HIN-200) [absent in melanoma 2 
(AIM-2)] ont été décrite comme permettant la formation de ces complexes. Les 
inflammasomes contenant NLRP-3 et AIM-2 nécessitent une protéine bipartite pour activer 
la caspase 1, la protéine ASC. Certaines études suggèrent également que la caspase 1 puisse 
être activée dans un complexe appelé le pyroptosome, un assemblage formé uniquement de 
ASC agrégé en foci (Femandes-Alnemri, Wu et al. 2007). Le mécanisme d'activation des 
caspases 4 et 5 est encore peu étudié mais est considéré comme similaire à celui de la 
caspase 1. De récentes études suggèrent que ces dernières peuvent réguler l'inflammasome 
et former des hétéro-complexes avec la caspase 1 (Martinon, Bums et al. 2002; Sollberger, 
Strittmatter et al. 2012). Une fois activées et dimérisées. les caspases inflammatoires 
peuvent cliver leur CID. Ce clivage semble avoir un impact sur le choix de substrats de la 
caspase 1 de même que sur l’exécution de la pyroptose (Broz, von Moltke et al. 2010). En 
absence de clivage du CID, la maturation des cytokines inflammatoires par la caspase 1 est 
inefficace et la cellule enclenche la pyroptose. En revanche, le clivage du CID permet
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l'activation efficace des cytokines inflammatoires. De plus, le clivage du CID semble 
nécessiter également la présence d'ASC mais il est possible que cette nécessité varie selon 
la plateforme recrutant la caspase 1.
6.2.4.2 Spécificité de substrats
Les caspases inflammatoires préfèrent les séquences peptidiques possédant des résidus 
aromatiques en position P4 et cette préférence ce reflète autant au niveau de substrats 
synthétiques que des substrats naturels (Thomberry, Rano et al. 1997; Agard. Maltby et al. 
2010). Les substrats majeurs de la caspase 1 sont la proIL-ip et la proIL-18. Ces cytokines 
seront responsables du recrutement rapide des neutrophiles. de la génération et de 
l'amplification d'une réponse inflammatoire efficace. Le facteur de transcription Max 
(MYC/MYC-associatedprotein X) est le seul substrat de la caspase 5 identifié à ce jour et 
l'importance de son clivage reste à déterminer (Krippner-Heidenreich, Talanian et al. 
2001). Peu de substrats de la caspase 4 ont été rapportés (Agard. Maltby et al. 2010). De 
récentes études protéomiques ont identifiés d'autres substrats de la caspase 1 et ceux-ci 
semblent varier en fonction du stimulus inflammatoire. Ces protéines sont impliquées dans 
différents processus inflammatoires mais leur implication dans la pyroptose demeure 
encore mal comprise généralement. Notamment, la caspase 7 (et non la caspase 3) a été 
identifiée comme un substrat de la caspase 1. La caspase 1 semble également cibler 
plusieurs enzymes impliqués dans la glycolyse (Shao, Yeretssian et al. 2007; Sahoo, 
Ceballos-Olvera et al. 2011).
6.2.5 Les caspases initiatrices
Les caspases initiatrices sont les caspases responsables de l’intégration du signal 
apoptotique au niveau de macroplateformes protéiques. Les caspases 8 et 10 sont activées 
par la voie extrinsèque et la caspase 9 est activée par la voie intrinsèque. La caspase 2 sera 
discutée séparément plus tard dans cette section.
6.2.5.1 Mécanisme d'activation
Les caspases initiatrices sont monomériques et sont activées par dimérisation lors de leur 
recrutement au DISC (caspases 8 et 10) ou à l'apoptosome (caspase 9) (Boatright and 
Salvesen 2003). Ces complexes vont recruter les caspases initiatrices par des domaines
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homotypiques de la super famille des domaines de la mort [Death domain (DD) 
superfamilly] (Kersse. Verspurten et al. 2011: Ferrao and Wu 2012). In vitro, l'utilisation 
de sels kosmotropes (p. ex.. citrate de sodium, sulfate d'ammonium) permet la dimérisation 
et l'activation des caspases initiatrices indépendamment des domaines de recrutement 
(Boatright. Renatus et al. 2003). La dimérisation des caspases est suivie par un clivage au 
niveau de leur CID. Ce clivage est particulièrement important pour stabiliser la forme 
active des caspases 8 et 10 (Pop. Fitzgerald et al. 2007; Wachmann. Pop et al. 2010). Le 
clivage du CID de la caspase 8 peut avoir lieu à l'intérieur d'un même dimère (en cis) ou 
entre deux dimères (en trans) mais n 'a pas lieu à l'intérieur d'un même monomère (Yu. 
Jeffrey et al. 2009). Dans le cas de la caspase 9, ce clivage n'est pas requis pour que cette 
caspase exécute activement l'apoptose (Renatus, Stennicke et al. 2001)(Stennicke et al. 
1999 JBC) mais régulerais plutôt l'affinité de la caspase 9 pour Fapoptosome (Malladi. 
Challa-Malladi et al. 2009).
Il est important ici de souligner que Factivité des caspases initiatrices nécessite seulement 
la dimérisation et que le clivage du CID n'est pas requis contrairement aux caspases 
exécutrices. Les caspases initiatrices possèdent un CID plus long et plus flexible que celui 
des exécutrices. Il est suggéré dans la littérature que cela favorise leur activité intrinsèque 
pré-clivage (Fuentes-Prior and Salvesen 2004). L'activation induite par la dimérisation des 
caspases initiatrices est le mécanisme principal répertorié dans la littérature. Cependant, 
certains groupes de recherche suggèrent que les caspases initiatrices pourraient être activées 
par allostérie ou conformation induite par leur liaison à Fapoptosome (Shi 2004).
6.2.5.2 Les caspases 8 et 10
Les caspases 8 et 10 sont recrutées par les domaines DED de l'adaptateur FADD. La 
stochoimétrie exacte des éléments composants cette plateforme n'est pas encore connue 
mais de récentes évidences suggèrent que la caspase 8 aurait la capacité de former une 
chaine linéaire entre les molécules de caspase 8 une fois recrutées au niveau du DISC 
(Dickens, Boyd et al. 2012; Schleich, Wamken et al. 2012). Par conséquent, on retrouverait 
plus de molécules de caspase 8 ou 10 dans le DISC que de protéine FADD. :La caspase 8 
peut également être activée par d'autres complexes comme le ripoptosome (Feoktistova, 
Geserick et al. 2011; Imre, Larisch et al. 2011; Tenev, Bianchi et al. 2011) et le récepteur 
Toll-like receptor 3 (TLR-3) (Estomes, Toscano et al. 2012). Le ripoptosome est un
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complexe intracellulaire formé des protéines FADD et RIP. La caspase 10 peut aussi être 
activée par une plateforme formée de la protéine mitochondriale AK2 (adenylate kinase 2) 
et FADD (Lee, Pyo et al. 2007).
Les caspases 8 et 10 sont importantes dans plusieurs processus et leur inactivation entraine 
divers troubles immunitaires. Chez l'Homme, la perte de la caspase 10 cause un syndrome 
lymphoprolifératif de type II (Wang. Zheng et al. 1999) alors que la perte de la caspase 8 
mène à F immunodéficience (Chun. Zheng et al. 2002). Ceci suggère des rôles distincts 
pour ces deux caspases. La souris ne possède pas de caspase 10. Chez la souris, la perte de 
la caspase 8 entraine des malformations cardiaques et une mort embryonnaire 
(Varfolomeev, Schuchmann et al. 1998).
La caspase 8 est au cœur d’un centre décisif entre la mort cellulaire et la survie cellulaire 
(Oberst and Green 2011). Son activité est finement régulée par FLIP. FLIP possède des 
DED qui lui permettent d’être recruté au DISC et, en grande quantité, empêche la caspase 8 
de s’y lier et donc d'être activée. Dans d'autres situations, FLIP peut dimériser avec la 
caspase 8 et moduler son activité. Dans ce complexe, la caspase 8 ne clive pas son CID ce 
qui affecte les substrats qu’elle clive (Micheau, Thome et al. 2002; Yu, Jeffrey et al. 2009; 
Oberst, Dillon et al. 2011). Outre FLIP, certains inhibiteurs viraux comme vFLIP (Yang, 
Wang et al. 2005) et la serpine CrmA (cytokine-response modifier A) peuvent inhiber la 
caspase 8 (Callus and Vaux 2007).
6.2.5.3 La caspase 9
La caspase 9 est recrutée au niveau de Fapoptosome grâce à son domaine CARD. Son 
activité est régulée au niveau de la formation de Fapoptosome. Le X-linked inhibitor o f  
apoptosis protein (XIAP) est un inhibiteur endogène de cette caspase. Via son domaine 
BIR3 (Baculoviral IAP repeat 3), XIAP empêche la dimérisation et donc l’activation de la 
caspase 9. Cette inhibition est levée par la relâche de SMAC. une protéine mitochondriale 
relâchée lors de la dépolarisation de la mitochondrie (Du. Fang et al. 2000; Verhagen, Ekert 
et al. 2000). La perte de la caspase 9 dans les modèles murins cause des malformations 
cérébrales et une mortalité embryonnaire (Fujita, Egashira et al. 2001 ).
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6.2.5.4 La caspase 2
La caspase 2 est une peptidase qui est classée comme une caspase initiatrice mais son statut 
fait l'objet de débat (KrumschnabeL Sohm et al. 2009; Vakifahmetoglu-Norberg and 
Zhivotovsky 2010; Bouchier-Hayes and Green 2012). La caspase 2 ne clive pas 
directement les caspases exécutrices mais est capable d'activer la voie intrinsèque via le 
clivage de BID (Paroni, Henderson et al. 2002; Samraj. Sohn et al. 2007). C ?est la caspase 
la plus conservée au cours de l'évolution et celle qui ressemble le plus à ced-3 de C.elegans 
(Lamkanfi. Declercq et al. 2002). Cette caspase est activée par dimérisation (Bouchier- 
Hayes, Oberst et al. 2009) au niveau d'une plateforme activatrice appelée le piddosome 
(Tinel and Tschopp 2004). Le piddosome est formé des protéines PIDD {p53-induced 
protein with a death domain). RAIDD (RIP-associated ICH-1 /CED-3 homologous protein 
with a death domain) et de la caspase 2 (Park, Logette et al. 2007). Le clivage du CID de la 
caspase 2 n'est pas nécessaire pour son activité basale mais est requis pour l'exécution 
adéquate de la mort cellulaire induite par cette caspase (Baliga, Read et al. 2004). La 
caspase 2 a une séquence de reconnaissance favorite qui ressemble à celle des caspases 
exécutrices 3 et 7, VDVAD (Tang, Wells et al. 2011). Elle clive également la protéine 
golgin-160 (Mancini, Machamer et al. 2000) et l'inhibiteur de p53, MDM2 (murine double 
minute). En plus de son rôle dans l'apoptose, la caspase 2 serait importante au niveau de la 
stabilité génomique, lors de la régulation du cycle cellulaire (Dorstyn, Puccini et al. 2012) 
et comme suppresseur de tumeur (Ren. Lu et al. 2012). Les modèles murins ne possédant 
pas la caspase 2 ne présentent aucun défaut majeur si ce n'est la présence d ’oocytes 
surnuméraires (Bergeron, Perez et al. 1998).
6.2.6 Les caspases exécutrices
Chez les mammifères, les caspases exécutrices sont les caspases 3.6 et 7. Les caspases 3 et 
7 sont principalement activées par les caspases initiatrices et par la granzyme B (Femandes- 
Alnemri, Armstrong et al. 1996; Yang, Stennicke et al. 1998). Ces dernières clivent d'abord 
la caspase 3 au niveau de son CID (connecteur interdomaine), une région hautement 
flexible présente entre la grande et la petite sous-unité. Une fois cette région clivée, la 
caspase 3 clive un peptide situé dans son domaine N-terminal (DNT) et par la suite dans 
celui de la caspase 7 (Denault and Salvesen 2003). Le clivage du DNT de la caspase 7 est
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important in cellulo mais n'est pas nécessaire in vitro pour le clivage du CID (Yang et al. 
1998 ). La caspase 7 pourra alors être activée par le clivage du CID opéré par les caspases 
initiatrices et la granzyme B (Gu. Samecki et al. 1996; Yang. Stennicke et al. 1998). La 
caspase 7 peut également être activée par d'autres protéases qui clivent le CID (Zhou and 
Salvesen 1997). Les caspases 3 et 7 possèdent deux sites de clivages au niveau de leur CID 
mais le premier site est généralement le site principal clivé lors de leur activation in cellulo.
Contrairement aux caspases 3 et 7. la caspase 6 n'est pas activée par les caspases 
initiatrices (Wang, Cao et al. 2010) mais plutôt par la caspase 3 directement (Srinivasula. 
Fernandes-Alnemri et al. 1996). De plus, la caspase 6 est activée dans certaines situations 
indépendamment de l’activité de la caspase 3 mais le mécanisme exact et les acteurs de ce 
processus sont encore peu compris (Klaiman, Champagne et al. 2009; Wang, Cao et al. 
2010; Edgington, van Raam et al. 2012; Velazquez-Delgado and Hardy 2012). De plus, 
cette caspase peut être activée autant par un clivage au premier site d ’activation qu’au 
second site d’activation de son CID.
Lors de l'inflammation, l’activation de la caspase 1 par les inflammasomes entraine le 
clivage spécifique de la caspase 7 (Akhter, Gavrilin et al. 2009; Erener, Pétrilli et al. 2012). 
Ce clivage a lieu au niveau du CID et entraine également la perte du peptide N-terminal de 
la caspase 7 (Lamkanfi, Kanneganti et al. 2008). La caspase 1 peut également cliver la 
caspase 6 lors de la privation en sérum des neurones. Le mécanisme exact de ce processus 
reste cependant à être clarifié (Guo, Pétrin et al. 2006).
Les caspases exécutrices sont constitutivement dimériques et possèdent une architecture 
modulaire similaire : un court DNT de longueur variable (23-28 résidus), une grande sous- 
unité séparée de la petite sous-unité par un CID. Le peptide N-terminal DNT de la caspase 
3 est important pour le repliement de la caspase (Feeney and Clark 2005) mais l’expression 
d’un mutant de la caspase 3 ne possédant pas ce domaine en bactérie n’affecte pas son 
activité ni son activation (Stennicke, Jürgensmeier et al. 1998). Il a également été suggéré 
que le DNT de la caspase 3 empêche son autoactivation en cellules (Meergans, Hildebrandt 
et al. 2000). Pour le moment, aucun rôle précis n 'a  été attribué au DNT de la caspase 7 
(Denault and Salvesen 2003). Les structures disponibles des caspases ne présentent pas le 
DNT suggérant qu’il est hautement flexible. Chacune des unités catalytiques d’un dimère 
de caspases 7 possède une activité catalytique indépendante de l’autre (Denault, Békés et
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al. 2006). Il n'y a donc pas de coopérativité entre les domaines, contrairement à la caspase 
1 (Datta. Scheer et al. 2008).
6.2.6.1 Mécanismes d  activation de caspase- 7
Les caspases exécutrices 3 et 7 ont des mécanismes d'activation très similaires. Le 
mécanisme d'activation de la caspase 7 sera ici traité en détail étant donné l'existence de 
nombreuses études structurales réalisées sur différentes formes de cette caspase (voir figure 
4). La procaspase 7 est un dimère constitutif formé de deux unités catalytiques inactives. La 
structure générale de la procaspase 7 ressemble fortement à celle de la caspase 7 active, à 
l'exception de la position de certaines boucles contenant ou permettant Lorientation de 
résidus clé (Chai, Wu et al. 2001; Riedl, Fuentes-Prior et al. 2001). Conséquemment, dans 
sa forme zymogène (forme inactive), la cystéine catalytique n'est pas orientée pour 
permettre l'activité de l'enzyme. De plus, la pochette de liaison de la caspase 7 n’est pas 
formée. Dans la forme zymogène, un des deux CID du dimère est positionné au niveau de 
l’interface de dimérisation et l'autre est éloigné du corps globulaire. Suite au clivage du 
CID, le repositionnement des boucles L2 (le CID), L3 et L4 permet de générer la forme 
active des caspases exécutrices. Le CID d'un monomère une fois clivé va interagir avec le 
CID de l'autre monomère pour former une interdigitation appelée L2/L2'. Le clivage de la 
boucle L2 permet la réorientation de la cystéine catalytique en lui faisant faire une rotation 
de 90 degrés et lui permettant ainsi d’être exposée au solvant. Cette interdigitation stabilise 
le site actif de la caspase 7 (Witkowski and Hardy 2009). Chez la caspase 3, l’expulsion du 
CID de la cavité centrale semble être suffisante pour établir l’activité de la caspase sans 
nécessiter le clivage du CID (Bose, Pop et al. 2003; Pop, Feeney et al. 2003; Walters, Pop 
et al. 2009). Aucune étude n 'a montré cela pour la caspase 7. La boucle L3 contient 
plusieurs éléments de la pochette de liaison du substrat, particulièrement les sites SI et S3 
(décrit plus tard) de liaison du substrat. Le clivage du CID entraine une réorientation de 
cette boucle et permet la formation de la pochette de liaison du substrat tandis que la boucle 
L4 bouge de 60 degrés lors de l'activation de la caspase 7 et permet également de 




Figure 4 : Mécanisme d’activation de la caspase 7
Représentation structurale du mécanisme d’activation de la caspase 7. Suite au clivage de 
son connecteur interdomaine (boucle L2) par les caspases initiatrices, les boucles L2, L3 et 
L4 de la caspase 7 se réorganisent et permettent la génération de la forme mature de la 
caspase 7. Ce repositionnement va permettre de réorienter la cystéine catalytique (en rouge) 
et ainsi l’exposer au solvant Les sites de clivage 1 (I195QAD*S) et 2 (N203DTD*A) sont 
représentés en magenta sur la structure. Chaque unité du dimère est représentée en bleu ou 
en gris. La grande sous-unité est foncée alors que la petite sous-unité est pâle. Structure 
zymogène (PDB 1GQF (Riedl, Fuentes-Prior et al. 2001)) et mature (PDB 1F1J (Wei, Fox 
et al. 2000)). (Figure adaptée de Boucher et Denault, Encyclopedia o f Signaling Molecules 
(2012) Chapter 176, (DOI:10.1007/978-l-4419-0461-4_176))
À noter que les changements entre la forme zymogène et la forme active du DNT de la 
caspase 7 ne sont pas connus.
Ces changements semblent être similaires chez la caspase 3 également. Cependant, les 
données structurales actuelles de la caspase 6 ne montrent pas une formation complète de la 
pochette de liaison du substrat et suggère que le clivage seul du CID n’est pas suffisant 
pour former cette pochette (Baumgartner, Meder et al. 2009).
6.2.6.2 Inhibition des caspases exécutrices
Étant donné les conséquences irréversibles de l’activation des caspases exécutrices, leur 
activité est finement régulée dans la cellule (Callus and Vaux 2007). Le seul inhibiteur
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endogène connu des caspases 3 et 7 est XIAP (Eckelman, Salvesen et al. 2006). XIAP est 
une E3 ligase de la famille des IAP (inhibitor o f apoptosis proteins) qui à la capacité de lier 
les formes actives des caspases 3 et 7 via un segment situé entre les domaines BIR1 et 
BIR2 (Bacuîovirus IAP repeat 1/2) et également via son domaine BIR2 (Chai, Shiozaki et 
al. 2001; Riedl, Renatus et al. 2001; Scott. Denault et al. 2005). Le segment entre BIR1 et 
BIR2 lie la pochette de liaison du substrat en sens inverse, séquestrant ainsi la pochette et 
empêchant toute activité catalytique. De son côté, le domaine BIR2 interagit avec la partie 
N-terminal de la petite sous-unité (Scott, Denault et al. 2005). L'activité E3 ligase (Riedl, 
Renatus et al. 2001) du domaine RING (Really interesting new gene) de XIAP est 
également fort importante pour l'inhibition des caspases exécutrices et permet un contrôle 
des niveaux protéiques des caspases 3 et 7. Conséquemment, les souris chez lesquelles le 
domaine RING de XIAP a été enlevé possèdent des fibroblastes davantage sensibles à 
l’apoptose et possèdent une activité basale des caspases 3 et 7 plus élevée que chez les 
souris de type sauvage (Schile, Garcia-Femândez et al. 2008). D’autres protéines de la 
famille des IAP, cl API et cIAP2 (cellular IAP), sont également capables de contrôler les 
niveaux protéiques des caspases 3 et 7 en leur liant des chaines d ’ubiquitines via leur 
domaine RING mais n’ont pas la capacité d ’inhiber directement ces enzymes comme le fait 
XIAP (Eckelman and Salvesen 2006). La protéine cl API reconnaît la caspase 7 suite au 
clivage de son peptide N-terminal et s’y lie alors que la caspase 3 est liée lorsque son CID 
est clivé mais que son peptide N-terminal demeure intact (Tenev, Zachariou et al. 2005; 
Choi, Butterworth et al. 2009).
La caspase 6 n'est pas inhibée par XIAP. Aucun inhibiteur endogène spécifique de la 
caspase 6 n’a été identifié jusqu’à présent. Une molécule induite par les estrogènes 
inhiberait plusieurs caspases dont la caspase 6 dans les neurones mais sa nature n’est pas 
encore connue (Zhang, Tounekti et al. 2001).
Certains inhibiteurs d'origines virales ont également la capacité d’inhiber les caspases 
exécutrices (Callus and Vaux 2007). La protéine virale p35 inhibe la plupart des caspases 
humaines. Cet inhibiteur possède un site de clivage situé dans une boucle réactive. Le 
clivage de ce site par les caspases entraine la formation d'un lien covalent entre la cystéine 
2 de p35 ce qui entraînant ainsi l’inhibition irréversible de la caspase (Riedl, Renatus et al. 
2001; Lu, Min et al. 2006).
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L'activité des caspases exécutrices est également régulée par les kinases et le protéasome 
(Kurokawa and Kombluth 2009: Gray. Mahrus et al. 2010). La relation entre ces protéines 
et les caspases est fine et la régulation est mutuelle.
6.2.6.3 Spécificité de substrats
Les caspases exécutrices clivent de nombreux substrats durant l'apoptose et l'inflammation. 
Outre les caspases elles-mêmes, aucun substrat n 'a  été répertorié comme étant essentiel 
pour l'exécution de l'apoptose dans toutes les situations. Le tableau 1 contient des 
exemples de substrats importants des caspases exécutrices. Le clivage de ces substrats à 
différents objectifs. Dans certains cas ce clivage permet l'exécution de l'apoptose. D’autres 
substrats doivent être clivé dans certains contextes seulement. C'est le cas entre autre de 
BID qui doit être clivé par la caspase 8 dans les hépatocytes pour permettre l'amplification 
de l’apoptose via la voie intrinsèque (Yin, Wang et al. 1999). D'autres substrats tels la 
protéine kinase C ô (PKCô) (D'Costa and Denning 2005) et la protéine suppresseure de 
tumeur des rétinoblastomes (Rb) (Chau, Borges et al. 2002) doivent être clivés pour 
permettre l’induction efficace de l’apoptose par certains stimulus. Le clivage de certains 
substrats qui sont liés à des processus énergétiquement coûteux tels PARP-1 (Soldani and 
Scovassi 2002), de facteurs impliqués dans la traduction protéique (Saelens, Festjens et al. 
2005) et des sous-unités du protéasome (Sun, Butterworth et al. 2004) peut également être 
vu comme un processus important pour la conservation de l’énergie. Rappelons ici que 
l’apoptose, du moins via la voie intrinsèque, est un processus qui nécessite de l’énergie, 
d’où l’importance de la conserver. De plus, l’ATP cellulaire préservée sera ultimement 
relâchée par la cellule apoptotique comme un signal chimioattracteur (Find-me signal) 
(Elliott, Chekeni et al. 2009). Le clivage de la pannexine par la caspase 3 entraine le 
relâchement d’ATP (Chekeni, Elliott et al. 2010). Durant l’inflammation, le clivage de 
PARP-1 par la caspase 7 semble être nécessaire et a des conséquences importantes (Petrilli, 
Herceg et al. 2004; Erener. Pétrilli et al. 2012).
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Tableau 1 : Substrats apoptotique des caspases exécutrices
PARP-1 3/1 DE V D/G Inactivation Maintien du 
niveau d' ATP
(Tewari, 
Quan et al. 
1995)







IL-33 3/7 DGVD/G Inactivation Alarmine
inactivée
(Luthi. 
Cullen et al. 
2009)










Pinedo et al. 
2004)













Sahai et al. 
2001)
Gelsoline 3 DQDT/G Activation Blebbing
membranaire
(Kothakota, 
Azuma et al. 
1997)





Pannexine-1 3 DMRD/G Activation Relâche d'ATP (Chekeni, 
Elliott et al. 
2010)
Note: Si plus d'une caspase clive un substrat, la protéase qui le clive le plus efficacement 
est soulignée et mise en caractère gras.
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Le clivage d'autres substrats est important pour l'apparition du phénotype apoptotique. Le 
clivage d'ICAD (inhibitor o f caspase activated DNase) par la caspase 3 libère CAD 
{caspase-activated DNase) qui dégrade alors l'ADN génomique générant un patron 
classique d'échelonnage de l'ADN (Enari. Sakahira et al. 1998). La protéolyse des lamines 
nucléaires par la caspase 6 contribue à la désintégration de la membrane nucléaire (Orth. 
Chinnaiyan et al. 1996; Rao, Perez et al. 1996). Le clivage de ROCK 1 {Rho-associated 
kinase) et de la gelsoline est responsable de la contraction du cytosquelette et de la 
formation de bourgeonnements membranaires caractéristiques de l'apoptose, le blebbing. 
La protéolyse d'ACINUS (apoptotic chromatin condensation inducer in the nucleus) 
entraine la condensation de la chromatine via la phosphorylation indirecte des histones 
H2B (Sahara, Aoto et al. 1999; Hu, Liu et al. 2007).
L'apoptose étant un processus qui n’entraine pas d'inflammation, les caspases 
apoptotiques peuvent être vues comme des régulateurs négatifs de l’inflammation 
systémique (Martin, Henry et al. 2012). Les caspases vont inactiver plusieurs alarmines 
telles qu’IL-33 (interleukine-33) directement (Luthi, Cullen et al. 2009) et HMGB1 (high 
mobility group B l)  indirectement par son oxydation suite à F inactivation de p75, une 
protéine de la chaine de transport des électrons (Kazama, Ricci et al. 2008).
Les caspases vont également cliver de nombreux autres substrats (Dix, Simon et al. 2008; 
Mahrus, Trinidad et al. 2008) qui seront qualifiés de spectateurs puisque l’importance du 
clivage de ces substrats n 'a pas encore été déterminée.
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6.3 Hypothèse et problématique
Les événements clés dans l'activation et la spécificité des caspases durant l'apoptose sont 
caractérisés depuis de nombreuses années. Le mécanisme général d'activation des caspases 
est similaire et implique le clivage du CID. Cependant, la séquence primaire du CID est 
hautement variable entre les caspases et le rôle de la séquence primaire du CID et son 
importance n'est pas connue. Tel que décrit ci-haut, les caspases initiatrices préfèrent des 
sites de clivage qui sont différents de ceux retrouvés dans la séquence primaire de la 
caspase 7 et qui. par conséquent, ne semblent pas optimaux pour son activation.
Contrairement aux caspases initiatrices, les caspases exécutrices ne possèdent pas 
d'activité catalytique sous leur forme zymogène possiblement à cause d 'un CID plus court. 
Cependant, cette hypothèse n 'a jamais été testée et transposée sur les caspases exécutrices. 
Un connecteur plus long permettrait possiblement de stabiliser un état transitionnel actif, 
conférant une activé zymogène (pré-clivage du CID) plus grande que la caspase 7 de type 
sauvage. Inversement, un CID plus court réduira potentiellement l'activité zymogène des 
caspases initiatrices.
Hypothèse #1
La séquence primaire du CID de la caspase 7 contrôle son activité et son activation.
Une fois activées, les caspases 3 et 7 cliveront différents substrats dans la cellule. Celles-ci 
sont des caspases exécutrices hautement similaires structuralement et elles partagent leurs 
motifs de reconnaissances favoris sur leurs substrats (DEVD). Cependant, la caspase 7 a 
une activité catalytique basale (activité catalytique sur substrats fluorogénique) cinq fois 
plus faible que la caspase 3. Cette activité catalytique plus grande de la caspase 3 se reflète 
également sur plusieurs substrats communs des caspases 3 et 7. En dépits de cela, la 
caspase 7 clive plus efficacement certains substrats lors de l'apoptose comme PARP-1 
(Germain, Affar et al. 1999) et la co-chaperonne de HSP90 p23 (Walsh, Cullen et al. 2008). 
Cependant, les mécanismes qui expliquent cette divergence de spécificité de substrats 
endogènes demeurent encore à élucider. Cette divergence réside possiblement dans des 
régions qui sont différentes entre ces deux caspases. Plusieurs articles et revues de
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littératures sur les caspases suggèrent que les caspases utiliseraient des sites situés à 
l'extérieur de leur pochette de liaison du substrat pour moduler leur préférence pour des 
substrats précis (Fuentes-Prior and Salvesen 2004; Timmer and Salvesen 2007; Timmer. 
Zhu et al. 2009; Crawford and Wells 2011). De tels sites sont nommés exosites et sont 
utilisés par certaines peptidases impliqués dans la coagulation (Bock, Panizzi et al. 2007) et 
chez les protéases de la matrice extracellulaire (MMP) (Overall 2002). Aucun exosite n 'a  
cependant été identifié pour une caspase avant la publication de mes travaux. Un exosite 
dans une région unique à la caspase 7 expliquerait entre autres pourquoi cette caspase clive 
plus efficacement PARP-1 et p23 que la caspase 3.
Hypothèse #2
La caspase 7 utilise des exosites pour cliver efficacement certains substrats cellulaires.
Afin de vérifier ces deux hypothèses, nous avons établi trois objectifs principaux : 
Objectif #1
Déterminer l’impact de la séquence primaire des deux sites de clivage dans l'activation en 
trans (par les caspase 8 et 9) et en cis (par la caspase 7 elle-même) in vitro et in cellulo.
La caspase 7 possède deux sites de clivage au sein de son CID. Cependant, l’importance de 
la localisation et de la séquence primaire de ces sites dans l'activation et l’activité de cette 
caspase sont méconnus. Cet objectif permettra d’éclaircir cette relation entre la séquence du 
CID de la caspase 7, son activité et son activation.
Objectif #2
Déterminer l’impact de la longueur du CID sur l’activité catalytique préclivage des 
caspases 7 et 8.
La caspase 8 possède une activité préclivage qui lui permet, une fois dimérisée, de cliver 
certains substrats (dont son propre CID) et d'initier la cascade apoptotique. Cet objectif 
permettra de tester l’hypothèse selon laquelle la caspase 8 possède une activité préclivage
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grâce à son CID plus long. L'impact de la longueur du CID chez la caspase 7 sera 
également étudié pour déterminer s'il est possible de transférer une activité préclivage à 
une caspase exécutrice.
Objectif #3
Etablir quels sont les déterminants moléculaires impliqués dans la spécificité de substrats 
de la caspases 7 envers PARP-1 et p23, deux substrats favoris de la caspase 7.
Cet objectif permettra d'identifier des régions uniques à la caspase 7 qui lui permettent de 
reconnaître et cliver plus efficacement différents substrats . tel les protéines PARP-1 et p23, 
lors de l'apoptose.
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A r t ic l e  1
Molecular determinants involved in activation of caspase 7
Auteurs de l’article: Dave Boucher. Véronique Blais. Marcin Drag et Jean-Bemard 
Denault
Statut de Particle: Article publié dans Bioscience Reports le 31 août 2011, vol 31. no 4, 
pages 283-294.
Avant-propos: J’ai réalisé tous les mutants de l’étude et la partie in vitro de l'étude. J'ai 
exprimé les protéines dans E. coli, déterminé les paramètres cinétiques de ces mutants et 
effectué les divers essais d’activation et de clivage in vitro. Le reste des travaux a été 
réalisé par Véronique Biais (figure 3) et Marcin Drag (détermination de la spécificité de 
substrats de caspase 9, figure supplémentaire).
Résumé : Durant l'apoptose, les caspases initiatrices (caspases 8, 9 et 10) activent en aval 
les caspases exécutrices (caspases 3, 6 et 7). Cette activation est faite par le clivage d ’une 
région hautement sensible à la protéolyse, le connecteur interdomaine (CID). Le CID de la 
caspase 7 contient 2 sites de clivage (site 1 : I I95QAD*S; site 2 : N203DTD*A). En utilisant 
des cinétiques enzymatiques et des essais en cellules, nos travaux montrent que les sites de 
clivage de la caspase 7 sont sous-optimaux pour leur activation par les caspases 8 et 9. 
Lorsque les 2 sites du CID de la caspase 7 sont remplacés par des séquences optimales pour 
leur clivage par les caspases 8 et 9, l’on obtient une amélioration de 36 fois dans l’efficacité 
d’activation de caspase 7. Une inversion de la position des 2 sites de clivage du CID nous 
permet d’affirmer que le site 1 de la caspase 7 est préféré au site 2 non seulement à cause 
de sa séquence primaire mais également de par sa position dans le CID. De plus, une 
mutagénèse du site 1 nous a permis de mettre en lumière l’existence de contacts importants 
entre l’isoleucine 195 et d ’autres résidus de la caspase 7 dans le maintien de l’activité 
adéquate de caspase 7. Finalement, nous avons étudié l’impact de la longueur du CID dans 
l’activation de la caspase 7 afin de voir si un CID plus long pouvait permettre une activité 
de caspase 7 sans que le clivage du CID soit nécessaire. L’élongation du CID de la caspase 
7 ne nous a pas permis d ’obtenir une peptidase active sans clivage du CID. Par contre, nos 
travaux montrent que la longueur du CID est cruciale dans l'activité préclivage de la 
caspase 8. Un raccourcissement de son CID rend nécessaire le clivage du CID pour son 
activité enzymatique.
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SYNOPSIS
During apoptosis, initiator caspases (8, 9, and 10) activate downstream 
executioner caspases (3, 6, and 7) by cleaving the interdomain connector (IDC) at 
two sites. Here, we demonstrate that both activation sites, site 1 and site 2, of 
caspase 7 are suboptimal for activation by initiator caspases 8 and 9 in cellulo, and 
in vitro using recombinant proteins and activation kinetics. Indeed, when both sites 
are replaced with the preferred motifs recognized by either caspases 8 and 9, we 
measured improvement in activation of up to 36 folds. Moreover, cleavage at site 1 
is preferred over site 2 because of its location within the IDC since swapping sites 
does not lead to a more efficient activation. We also demonstrate the paramount 
role of Ilei95 of site 1 involved in maintaining a network of contacts that preserves 
the proper conformation of the active enzyme. Finally, we show that the length of 
the IDC plays a crucial role in maintaining the need for proteolysis for activation. In 
fact, although we were unable to generate a caspase 7 that does not require 
proteolysis for activity, shortening the IDC of the initiator caspase 8 by four 
residues was sufficient to confer a requirement for proteolysis, a key feature of 
executioner caspases. Altogether, the results demonstrate the critical role of the 
primary structure of caspase 7’s IDC for its activation and proteolytic activity.
Abbreviations used: afc, 7-amino-4-(trifluoromethyl)coumarin; CARD, caspase 
recruitment domain; CrmA, cytokine response modifier protein; cyt c, cytochrome 
c; DED, death effector domain; DTT, dithiothreitol; IDC, interdomain connector; 
pNA, p-nitroanilide; TCA, trichloroacetic acid; Trail, tumor necrosis factor-related 




Proteases play crucial roles in regulating a wide range of events such as, 
digestion, coagulation, development, and elimination of superfluous and damaged 
cells. In animals, the latter two events essentially occur by apoptosis, an 
inflammation-free process in which cellular functions are halted, and in which the 
cell is packaged into smaller bodies ready for efficient phagocytosis by professional 
macrophages or neighboring cells. Apoptosis is driven by a family of ubiquitously 
expressed cytosolic cysteine peptidases called caspases. Although the primary 
role of caspases is to cause cellular demise [1], they are also necessary for some 
non-lethal processes [2, 3].
Apoptotic caspases are divided in two groups namely initiator (caspases 8, 
9, and 10) and executioner caspases (caspases 3, 6, and 7). They are all present 
in cells as latent zymogens but the mechanism by which they are activated differs. 
Initiator caspases are activated by dimerization on macromolecular platforms and 
they are further stabilized by cleavage of the interdomain connector (IDC) that 
separates the large and small subunits of the catalytic domain [4-7], Therefore, 
cleavage of the IDC is not essential for the proteolytic activity of initiator caspases. 
Conversely, the executioner caspases are always dimeric and activated solely by 
processing of the IDC by initiator caspases or other peptidases able to cleave the 
IDC [8-10]. Cleavage of the IDC, usually at two sites close in the primary structure, 
exposes the C-terminus of the large subunit and the N-terminus of the small 
subunit, which is sufficient for executioner caspase activation [11]. The processed 
neo-N-terminus of the small subunit is also key in the interaction of caspases 3, 7, 
and 9 with the endogenous inhibition X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP) 
[12-15], and protein stability of caspases 3 and 7 [16]. Based on structural and 
biochemical analyses, the IDC is a highly flexible segment and is therefore very 
sensitive to proteolysis [8, 17].
To study the relevance of the IDC primary sequence in the activation 
process of caspases, we chose caspase 7 as our model of executioner caspase. 
Our work is facilitated by the availability of several X-ray structures of the active 
and the zymogen forms of caspase 7 that has allowed us to make structure-based 
predictions. Like all apoptotic caspases, caspase 7 possesses two cleavage sites 
in the IDC. Site 1 is always cleaved before site 2 (and refer to site 1 and site 2 
throughout the text) in cellulo, in in vitro assays by initiator caspases and during 
bacterial protein expression in which caspases self-activate [18, 19]. Notably, both 
cleavage sites are suboptimal for processing by initiator caspases and also by self­
processing because the preferred recognition sequences of caspases 7, 8, and 9 
do not match the sequence of the cleavage sites. Moreover, initiator caspase IDCs 
are longer than that of most executioners supporting the notion that initiator 
caspases must have enough leeway to become active without cleavage. This is 
necessary because there is no upstream protease in their respective pathway to 
activate them. Here we have focused on the primary structure of the two activation 
sites of caspase 7, and how these sequences influence the activity and activation 
of the enzyme by the initiator caspases. We also show that the location of the 
cleavage site is paramount in dictating activation efficacy, which also suggests the 
contribution of other factors beyond the primary sequence. We also test the
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hypothesis that the IDC’s length constrains the caspase by requiring cleavage to 
become active. Our data demonstrate the importance of the primary structure of 
the interdomain connector on the activity and activation of caspase 7.
EXPERIMENTAL 
Reagents
All caspase substrates were obtained from BIOMOL (Plymouth Meeting, PA, 
U.S.A.), and were calibrated using the molar extinction coefficient of free pNA (p- 
nitroanilide)/afc [7-amino-4-(trifluoromethyl)coumarin] after full hydrolysis using 
excess caspase 3. The irreversible caspase inhibitor Z-VAD-fmk 
(benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluoromethylketone) used to active site-titrate 
caspases was purchased from MP Biomedicals (Solon, OH, U.S.A.). Other 
chemicals were from Sigma-Aldrich (St-Louis, Ml, U.S.A.) or Laboratoire MAT 
(Beauport, QC, Canada).
Plasmids, recombinant protein expression and purification
Site-directed mutagenesis was performed using overlapping PCR, and ensuing 
cDNAs were sequenced to ensure their integrity. Full-length caspase 7 cDNA 
subcloned into pET-23b(+) (Novagen, Madison, Wl, U.S.A.) [10], and ADEDs 
(death effector domain)-caspase 8 cDNA in pET-15b (Novagen) [20] were used for 
all constructs. Full-length caspase 9 and caspase 9 lacking the caspase 
recruitment domain (ACARD, caspase recruitment domain) were described 
elsewhere [6]. Caspases, CrmA (cytokine response modifier protein), and p35 
were produced in the BL21(DE3)pLysS (Novagen) E. coli strain as described 
previously [19, 21, 22]. Procaspase 7 mutants were produced following short 
expression times (25 min). In some instances, cleavage site mutants were 
activated by co-purification with untagged caspase 8 catalytic domain to cleave the 
caspase 7 zymogens that do not self-activate in E. coli. Remaining active caspase 
8 was then neutralized with the poxvirus CrmA protein, which does not inhibit 
caspase 7 [22]. Protein concentrations of inactive or of caspases that cannot be 
active site-titrated were determined using a Coomassie protein assays and the 
Edelhoch relationship on purified material [23]. For mammalian expression, all 
cDNAs were subcloned by PCR into an engineered pcDNA3 plasmid that encodes 
a C-terminus flag epitope (LEDYKDDDDK).
Cell culture, transfection, and apoptosis stimuli
The human embryonic kidney 293Ad cells (MP Biomedicals, Solon, OH, U.S.A.) 
were propagated in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% 
(v/v) fetal bovine serum (Wisent, St-Bruno QC), 2 mM L-glutamine (Wisent), and 
antibiotics. For caspase 8 directed apoptosis, cells grown in 100-mm plates were 
transfected using Fugene 6 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) and 6 pg of 
the indicated plasmid DNA then splitted into 6-well plates after 24 hrs. After 
another 24 hrs, cells were left untreated of treated with the indicated concentration 
of recombinant human soluble KillerTRAIL (Enzolife Sciences, Parmingdale NY).
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Detergent extracts (mRIPA buffer with protease inhibitors) were prepared and 
analyzed as described [18] after 12 hrs of treatment. For caspase 9-directed 
caspase activation, cells grown in 150-mm plates were transfected using Fugene 6 
(Roche) and 9 pg of the indicated plasmid DNA then split into three 150-mm plates 
after 24 hrs. After another 24 hrs, hypotonic extract were prepared as described
[24] in the presence of 30 pg/mL RNAse A, and programmed to activate caspases 
using 1 pM horse cytochrome c and 1 mM dATP (both Sigma-Aldrich) for the 
indicated period of time. Reactions were stopped with SDS gel loading buffer. In 
both cases, samples were analyzed by immunoblotting as previously described
[25] using M2 (0.5 pg/mL; F1804; Sigma-Aldrich), p23 (1:2,000; MA3-414; Pierce 
Chem Co., Rockland IL), or anti-hsp90 (0.05 pg/mL; 610419; BD Biosciences) 
antibodies.
Biochemical characterization
All caspases were active site-titrated as previously described using Z-VAD-fmk or 
p35 (a pan-caspase inhibitor from baculovirus) as titrant, and AcDEVD-afc (for 
caspase 7), AclETD-afc (caspase 8), or AcLEHD-afc (caspase 9) as substrate [19]. 
Kinetic parameters were determined by non-linear regression at 37°C using the 
preferred substrate of each caspase [26] in standard caspase buffer [20 mM Pipes 
pH 7.2, 200 mM NaCI, 20% (w/v) sucrose, 0.2% (w/v) CHAPS, 2 mM EDTA, and 
20 mM dithiothreitol (DTT)] for executioner, or high salt buffer [50 mM Hepes pH 
7.4, 1 M sodium citrate, 50 mM NaCI, 0.01% (w/v) Chaps, and 10 mM DTT] for 
initiator caspases [27], In some instances, parameters were measured in pseudo- 
first order kinetic conditions ([S]  «  Km) when Km values were out of the workable 
substrate range (Km > 200 pM). In all cases, initiator caspases at concentration 
above 100 nM were preincubated for 1 hour in high salt buffer at 37°C to promote 
dimerization and maximal activity of the peptidases. Fluorescence was acquired 
using a M1000 Infinite platereader (Tecan, Switzerland) or a FLx800 (Bio-Tek 
Instruments Inc., Winooski, VT, U.S.A.). Results were analyzed with GraphPad 
Prism 5 software.
Caspase cleavage assay by initiator caspases
Cleavage assays of procaspase 7 variants by initiator caspases were performed as 
followed. Initiator caspases (> 100 nM) were preactivated at 37°C for 1 hr in high 
salt buffer prior to performing the assays to maximize caspase activity [27], For gel 
analyses, a range of concentrations of activated initiator caspase was incubated at 
37°C with a fixed amount of procaspase 7 (see figure legend for other assay 
conditions). After a fixed period of time, reactions were stopped by precipitating 
proteins with trichloroacetic acid (TCA)/acetone, resuspended in SDS/PAGE 
loading buffer, and resolved on a gradient gel. Estimation of kca/K m was obtained 
using the relationship p = ( i .efccaf/E^ Km') [19] in which p is the fraction of procaspase 
7 that is cleaved at time t (s), and [EJ is the initiator caspase concentration. The 
point at which 50% of the zymogen is processed (p = 0.5) was used to estimate 
kca/Km. For pre-steady state activation assays, a fixed concentration of activated 
initiator caspase was incubated with various concentrations of procaspase 7 and 
the amidolytic activity on AcDEVD-pNA chromogenic substrate was measured 
continuously using a NanoQuant Infinite M200 or Infinite M1000 platereader
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(Tecan). Results were analyzed by non-linear regression using GraphPad Prism 5 
software as previously described [8, 10, 27] to determine rates of activation. 
Importantly, site 2 mutations did not alter kinetic parameters the active enzyme 
significantly (Supplementary Table 1), which allowed us to easily compare these 
mutants. However, mutation of site 1 to LETD/LEHD caused the active enzyme to 
behave erratically precluding their thorough analysis by pre-steady state analyses.
SDS/PAGE and immunoblotting
Poly-acrylamide gels were performed using gradient (8-18%, w/v) acrylamide gels 
in the 2-amino-2-methylpropan-1,3-diol/glycine buffer system [28]. Gels were either 
stained using GelCode Blue (Pierce Chemical Co., Rockford, IL, U.S.A.) or 
transferred to Immobilon-P membrane (Millipore, Billerica, MA, U.S.A.) using 10 
mM Caps, pH 11, and 10% (v/v) methanol for 45 min at 0.4 A and at 4°C. 
Immunoblots were carried out using standard protocols with anti-His antibody (0.1 
pg/mL; 34660; QIAGEN, Mississauga, ON, Canada), and revealed with WestPico 
SuperSignal (Pierce Chemical Co.).
RESULTS
Processing of caspase 7 activation site mutants
The cleavage site and its location within a substrate are two essential factors 
directing proteolysis efficacy [29]. At a given location in a substrate, the cleavage 
site sequence becomes critical. Based on results from cleavage of short peptidic 
substrates [26], it appeared that caspase 7’s primary activation site sequence (site 
1, IQADiga'i'S, caspase 7 residue numbering; Figure 1A) and the secondary site 
(site 2, NDTD206^ A) within the IDC are suboptimal recognition motifs for initiator 
caspases. To better understand the basis of this apparent suboptimal sequence 
usage, we generated a series of caspase 7 activation site variants by mutating 
individual motifs to the preferred sequence recognized by initiator caspase 9 
(LEHD motif) or caspase 8 (LETD motif) as determined using short peptitic 
substrates [26], We first analyzed the ability of these mutants to auto-activate and 
characterized their proteolytic activity. Recombinant caspases were produced in 
bacteria as His-tagged proteins and purified by immobilized metal affinity 
chromatography. To prevent cleavage of the alternate site while studying a 
particular site (i.e. site 1 vs. site 2), the critical aspartate residues were mutated to 
an alanine i.e. IQAD->IQAA (site 1) or NDTD->NDTA (site 2). Throughout the 
study, cleavage site mutants are named with the sequence of both sites as site 
1/site 2 pairs; thus, the WT (wild-type) enzyme would be termed caspase 7 
IQAD/NDTD (P1 cleavage residues are underlined). Figure 1B shows that E. coli 
expression of site 1 mutants (caspase 7 LEHD/NDTA or caspase 7 LETD/NDTA) 
resulted in auto-processed enzymes displaying the typical large and small 
subunits. We noticed that a standard 8 hr-expression was insufficient to produce 
fully processed caspase 7 LEHD/NDTA (Figure 1B) when compared to WT 
caspase 7 suggesting that either the site is inadequate for caspase 7 self-activation 
or that the resulting enzyme is less active. To test the latter we measured the 
kinetic parameters of the processed enzyme. Interestingly, both caspase 7 site 1
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mutants did not exhibit typical Michaelis-Menten behavior (not shown). Therefore, 
we resorted to pseudo-first order assays {[S ]« K m) to estimate activity. In such 
conditions, kcat/Km » vl[S][E] and the specific activity is directly related to the 
substrate hydrolysis v and inversely related to substrate and enzyme 
concentrations. Using this method, we obtained specific activities that are 17 to 64 
times less active than caspase 7 IQAD/NDTA (Table 1). These weak activities 
likely explain why we were unable to active site-titrate these enzymes.
Site 1 Site 2
TELDDGIQADSGPINDTDANPRKIPVEAD
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Figure 1 Expression of caspase 7 cleavage site mutants
(A) Schematic representation of caspase 7 and its IDC. The N-terminal peptide 
(N), the large and small subunits, and the IDC (sequence shown) are displayed. 
The star represents the catalytic cysteine. Cleavages of the IDC occur C-terminal 
to the motifs in boldface. (B) SDS/PAGE analysis of caspase 7 cleavage site 
mutants. It is noteworthy that all proteins lost the N-terminal peptide due to the 
activity of the enzyme despite the fact that some are purified as zymogen form. 
The underlined residues identify the processed cleavage sites.
In a second series of mutants, we modified activation site 2 to the motifs 
preferred by caspase 8 or caspase 9 respectively. Contrary to site 1 mutants, site 2 
mutants (caspase 7 IQAA/LEHD and caspase 7 IQAA/LETD) did not auto-activate 
in bacteria (Figure 1B). To verify whether modifications to site 2 affected 
proteolytic activity, we determined the kinetic parameters of both mutants following 
their processing with caspase 8 and found kcat and Km values to be similar to WT 
caspase 7 (Table 1). Both mutants retained typical Michaelis-Menten behavior 
after processing with caspase 8 as compared to WT site 2 caspase 7.
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Table 1 Kinetic parameters of caspases 7 and 8 cleavage site mutants * 
Km (UM) kcat ( s 1) W /L tM 'V T -
Caspase 7 (AcDEVD-Afc)
WT 12.8 ±0.9 2.7 ±0.2 2.1 ±0.3x10'
IQAD/NDTA 22.6 ± 3.6 2.3 ±0.1 1.0 ± 0.2 x10!
DEVD/NDTA n.d. n.d. 1.6x104
LETD/NDTA n.d. n.d. 1566
LEHD/NDTA n.d. n.d. 5773
DQAD/NDTA n.d. n.d. 1690
DEAD/NDTA n.d. n.d. 288
IEAD/NDTA 24.5 ± 0.6 3.4 ±0.1 1.4 ±0.1 x10!
IQAA/DEVD 58.8 ±5.1 1.3 ± 0.1 2.1 ± 0.3 x10'
Caspase 8-activated caspase 7 (AcDEVD-Afc)
IQAA/NDTD 13.8 ±0.7 4.4 ±0.1 3.1 ± 0.2 x10!
IQAA/LETD 13.3 ± 1.1 3.6 ±0.1 2.7 ± 0.3 X101
IQAA/LEHD 14.6 ±0.8 3.2 ±0.1 2.2 ± 0.2 x10!
Caspase 7 (AcDEVD-Afc)
K212M ' n.d. n.d. 2185
K212E n.d. n.d. < 100
K212R 59.2 ±4.2 3.6 ±0.1 6.2 ±0 .7x10“
1213A n.d. n.d. 3183
I213M 56.5 ± 5.4 2.6 ±0.1 4.7 ±0.6x10'
I213E n.d. n.d. < 100
I213L 78.2 ± 6.5 3.8 ±0.1 4.7 ±0.5x10'
Caspase 7 insertion mutants (AcDEVD-Afc)
IQAD/NDTA+6 36.6 ± 2.5 2.9 ±0.1 7.4 ±0.6  x10'
IQAA/NDTA+6 inactive
IQAD/NDTA+14 27.7 ±2.1 6.0 ±0.1 2.2 ±0.2 x10!
IQAA/NDTA+14 inactive
Caspase 8 mutants (AcLETD-Afc)
WT 1.3 ±0.1 2.0 ±0.2 1.0 ±0.0x10'
VETD/LEMA 0.3 ±0.0 0.5 ±0.0 1.9 ±0.2x10'
VETA/LEMA 21.3 ±1.1 0.3 ±0.0 1.5 ±0.1 x10‘
VETD/LEMA-2 8.6 ± 1.4 5.8 ±0.21 6.7 ± 1.3x10'
VETA/LEMA-2 43.7 ±4.1 0.09 ±0.01 2022 ± 388
VETD/LEMA-4 5.9 ±0.5 3.4 ±0.1 5.8 ±0.6x10'
VETA/LEMA-4 inactive
*: Kinetic parameters are averages ± standard deviation from 2-5 independent 
determinations, n.d., not determined because the enzyme did not display 
Michaelis-Menten behavior at the substrate concentration range we used (see 
text). For these, kca/K m were determined using pseudo-first order kinetics 
i[S ]« K m).
. This caspase 7 mutant was activated using excess caspase 8 during purification.
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Caspase 7 primary activation site is close to optimal for activation in trans by 
initiator caspases
Having characterized caspase 7 cleavage site mutants, we addressed the ability of 
full-length and truncated initiator caspases to activate them. An important 
prerequisite to the use of a truncated caspase 9 is to demonstrate that initiator 
caspase recruitment domains do not influence substrate preference. Therefore, we 
tested full-length and ACARD-caspase 9 against a combinatorial peptidic substrate 
library covering the P4-P2 cleavage site residues (Supplementary Figure 1) and 
found that both enzymes have the same substrate preference. Furthermore, similar 
experiments performed using full-length and truncated caspase-8 gave similar 
results (C. Pop and G.S. Salvesen, unpublished results). We first tested the 
capacity of full-length caspase 9 and a truncated version (lacking the caspase 
recruitment domain, CARD) to activate procaspase 7 (Figure 2A). In our assays, 
serial dilutions of activators were incubated with a fixed concentration of 
procaspase 7 IQAD/NDTA or LEHD/NDTA. Cleaved fragments are then resolved 
on SDS-PAGE. Figure 2A (top left) shows that processing of site 1 is not improved 
when the optimized LEHD motif is used compared to the IQAD sequence, which 
corresponds to an activation at WT site 1 [11]. This is also true for the activation by 
ACARD-caspase 9, albeit the activation of all procaspases is better than with the 
full-length activator. Indeed, the lowest concentration used (35 nM) resulted in full 
cleavage of the procaspase 7. The discrepancy between both caspase 9 activators 
remains a mystery at this moment. However, by varying the incubation time of the 
assays, we estimated that procaspase 7 mutants LEHD/NDTA was activated by 
ACARD-caspase 9 with a rate that is twice as fast than that of the WT site 1 (data 
not shown). Similarly, procaspase 7 LETD/NDTA is activated more efficiently (~2 
folds) by caspase 8 as demonstrated by the fact that less activator was required to 
cleave 50% of zymogen (119 nM vs. 53 nM; Supplementary Figure s2). These 
results demonstrate that activation site 1 is close to optimal for activation by the 
initiators.
Site 2 can be improved for activation by intiator caspases
We also performed on-gel activation assays with procaspase 7 site 2 mutants. 
Compared to procaspase 7 IQAA/NDTD (i.e. WT site 2), procaspase 7 IQAA/LEHD 
has a ~5-fold better activation rate by caspase 9, and ~4-fold increase using 
ACARD-caspase 9 as an activator (Figure 2A). Because our gel-based assays are 
performed with a procaspase 7 concentration that may exceed the Km value, it is 
possible that activation assays were not performed in pseudo-first order condition, 
which would greatly underestimate the calculated kcat/Km. Therefore, we performed 
pre-steady state assays to better characterize the activation at site 2 since we 
observed an important improvement in activation when this site is mutate. In these 
assays, serial dilutions of procaspase 7 are incubated with a fix amount of 
activator. The ensuing activation is then monitored using a caspase 7 substrate 
(Figure 2B, top panels). Using an equation describing the rate of activation of a 
protein in a coupled reaction, we determined activation rates that we plotted 
against procaspase 7 (Figure 2B, bottom panels) and calculated Km, kcat, and 
kca/Km using non-linear regression (Table 2). For all three activator caspases
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Figure 2 Activation of procaspase 7 by initiator caspase 9 can be 
improved at site 2
(A) SDS/PAGE analysis of activation kinetics of various caspase 7 mutants with 
full-length caspase 9 (left panels) or truncated (ACARD) caspase 9 (right panels). 
Assay conditions were as followed: left, 400 nM of the indicated procaspase 7, full- 
length caspase 9 (1/2 serial dilution from 500 nM down to 8 nM), 2 hr. at 37°C; 
right, 200 nM of the indicated procaspase 7, ACARD-caspase 9 (2/3 serial dilution 
from 400 nM down to 35 nM), 12 min. at 37°C. TCA/acetone-precipitated proteins 
were resolved on SDS/PAGE and stained. A sample without initiator caspase 
(procasp-7) or with the maximum concentration of the initiator (casp-9 or ACARD- 
casp-9) used was included as controls. The full-length zymogen (empty 
arrowhead), the form lacking the N-terminal peptide (-N), and the cleaved large 
subunit (Is) are indicated. It is noted that most procaspase 7 preparations lack the 
zymogen with the N-peptide because it is removed extremely rapidly. Arrows 
indicate the midpoint at which 50% of the procaspase 7 is cleaved. Apparent 
kca/Km was obtained as described in Experimental. It is noted that most values are 
underestimated because procaspase 7 concentrations are above the estimated Km 
(see Table 2). Molecular weight markers are 97.4 (full-length caspase 9 panels 
only), 66.2, 45 (*), 31, 21.5, and 14.4 kDa. (B) Activation kinetics by full-length 
caspase 9 (left), truncated caspase 9 (middle), and truncated caspase 8 (right) of 
procaspase 7 site 2 mutants. Concentration range (2/3 serial dilution from 150 nM 
down to 3.9 nM) of the indicated site 2 mutants was incubated with the indicated 
initiator caspases in the presence of 400 pM of the chromogenic substrate Ac- 
DEVD-pNA. The top graphs depict the amidolytic activity monitored over time at 
405 nm for the 67 nM procaspase 7 samples. Values presented are background- 
corrected for the activity of the initiator caspase. Rates of procaspase 7 activation 
were estimated as described in Experimental and plotted against the procaspase 
7 concentrations in the bottom graphs. Solid lines were obtained by non-linear 
regression of data using the Michaelis-Menten equation v = Vmax,app.[S]/(Km app +[SJ) 
whereas interupted lines are linear regressions and represent the particular case in 
which [ S ] « K m and apparent kca/ K m is obtained from the slope over activator 
concentration. Kinetic parameters are reported in Table 2. Note the scale 
differences of y-axes. In bottom graphs, dotted lines indicate the 67 nM 
procaspase 7 concentration values extracted from the top panels data. Activator 
concentrations are: full-length caspase 9, 100 nM; truncated caspase 9, 25 nM; 
truncated caspase 8, 25 nM.
tested, we observed between 10-36-fold improvement in specific activity (kca/ K m) 
when site 2 is modified to the preferred recognition motif of either caspase 9 or 
caspase 8. Interestingly and irrespectively of the initiator caspase studied, we 
obtained activation rates at the mutated site 2 that are similar to the rates obtained 
for WT site 1. Another finding is that for both forms of caspase 9 we tested, K m 
values for WT site 1 (IQAD) are assumed to be high because we were unable to 
ascribe a Michaelis-Menten behavior to the activation of procaspase 7 
IQAD/NDTA. Finally, a striking observation was that very low k cat were obtained.
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(x10 M*1s  )
Caspase 9 IQAD/NDTA n.d. 0.34
IQAA/NDTD n.d. <0.01
IQAA/LEHD 180 ± 10 0.0007 ±0.0001 0.36
ACARD- IQAD/NDTA n.d. 29.5
caspase 9 IQAA/NDTD 76.0 ± 8.2 0.0020 ± 0.0001 2.6
IQAA/LEHD 20.0 ± 14.5 0.005 ± 0.002 25
ADEDs- IQAD/NDTA 38.9 ±6.7 0.0019 ±0.0002 4.9
caspase 8 IQAA/NDTD n.d. < 0.3
IQAA/LETD 17.5 ±7.3 0.0012 ± 0.0004 7.3
*: Values ± S.D. of 2-3 independent datasets of 4-10 samples are presented, n.d., 
not determined because [S ]« K m. The parameters kcat and Km could not be 
determined independently because Km» [S ] .
The reason for that is unknown, but our kcat values are consistent with previously 
published kca/K m [4] (~104 M 'V 1) and Km [30] (~100 nM). Taken together, we 
conclude that site 2 can be improved for activation.
Both activation sites can be improved in complete apoptotic paradigms
To further demonstrate that activation sites are not optimal, we used apoptotic 
models. First, we employed a cell-free system that recapitulates the intrinsic 
apoptotic pathway led by caspase 9 that we trigger with cytochrome c and dATP 
[24]. Extracts were prepared from cells expressing the flag-tagged catalytic mutant 
of the cleavage site mutants (named ‘reporter’). By doing so, each reporter is 
incorporated into the apoptotic framework as a bystander substrate of initiator, thus 
reporting activation. Importantly, the reporter has no observable effect as indicated 
by the rate of AcDEVD-pNA hydrolysis (caspase 3/7 activity) in cell extract 
compared to that observed with extract from empty plasmid-transfected cells 
(Figure 3A, graph inset). The generation of cleaved flag-tagged reporter carrying 
WT sites (Figure 3A, middle panel) appears within 10 min of cyfc/dATP addition 
followed at 30 min by the cleavage of the death substrate hsp90 co-chaperone p23 
[31]. Similar profiles were obtained with the reporter with IQAD/NDTA or 
LEHD/NDTA sites (Figure 3, left panels) demonstrating that in accordance with our 
activation kinetics (Table 2), site 1 is relatively optimal for caspase 9-mediated 
activation. On the contrary, no activation was observed at WT site 2 (IQAA/NDTD), 
which is what we observed in assays with recombinant proteins (Figure 2). 
Interestingly, its replacement with the LEHD motif allows some limited processing 
(Figure 3A, right panels). In all cases, p23 processing was not altered suggesting 
again that ectopic expression of caspase 7 activation reporter does not interfere 
with the apoptotic machinery.
Employing a different apoptotic model that uses the death ligand Trail to 
activate the extrinsic pathway (caspase 8/10), we showed that both cleavage sites
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Figure 3 Activation of procaspase 7 can be improved in a complete 
apoptotic system
A) Site 1 is optimal for caspase 9 activation but site 2 can be ameliorated. 
Immunoblot analyses of cyfc/dATP-activated extract from 293Ad cells expressing 
the various procaspase 7 cleavage site mutants. After the indicated period of time, 
samples were boiled in gel loading buffer and analyzed using anti-flag, p23 
(caspase substrate), and hsp90 (loading control). Because procaspase 7 has a C- 
terminal flag tag, the anti-flag antibody detects the full-length zymogen (empty 
arrowhead), the form lacking the N-terminal peptide (-N), and the cleaved small 
subunit (ss). The inset shows similar assays analyzed for caspase activation using 
the chromogenic substrate AcDEVD-pNA. It is noted that no difference is observed 
between cyfc/dATP-activated samples in which procaspase 7 cleavage site 
mutants are individually expressed. The asterisk denotes the group of traces 
obtained in the absence of cyfc/dATP for each corresponding extract. The 
underlined residues identify the processed cleavage sites. B) Both sites can be 
improved for activation by caspase 8. 293Ad cells transfected to express the 
indicated procaspase 7 activation site mutant were challenged without (first lane) 
or with increasing doses of recombinant Trail ligand (0.5, 1, 2, 5, 10, 20, 50, or 100 
ng/mL). Processing of flag-tagged procaspase 7 was monitored by immunoblotting 
with an anti-flag antibody at 12 hrs following Trail addition. The underlined residues 
identify the processed cleavage sites.
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can be improved by using the LETD motif (Figure 3B). Indeed, 293Ad cells 
transfected with a plasmid encoding the reporter with LETD/NDTA or IQAA/LETD 
sites showed better processing than with the respective WT site. Similarly to 
caspase 9, these results also mirrored our in vitro activation assays. Taken 
together, these results demonstrate that caspase 7 activation sites can be 
improved by substitution them with the preferred motif of the respective initiator 
caspase.
Self-activation of caspase-7 and cleavage site location
Caspase 7 does not self-activate at the endogenous concentration whereas the 
high concentration of enzyme achieved during E. coli expression allows self­
activation. To better understand the mechanism by which caspase 7 autoactivates, 
we first inserted an optimal caspase 7 cleavage sequence (DEVD) at site 1. Like 
WT caspase 7, the introduction of a DEVD motif (caspase 7 DEVD/NDTD or 
caspase 7 DEVD/NDTA) resulted in a fully processed enzyme (Figure 4A). 
Unexpectedly, tracking of caspase 7 DEVD/NDTA processing during its expression 
revealed that the zymogen form could easily be produced, and that most of the 
processing occurs after 2 hours of expression, like WT caspase 7 (Figure 4B). 
This is likely due to the enzyme’s weak intrinsic activity (Table 1) as similar to that 
observed for the LETD/LEHD site 1 mutants. Indeed, caspase 7 DEVD/NDTA did 
not display typical Michaelis-Menten behavior suggesting that the IQAD-»-DEVD 
substitution altered some fundamental properties of the enzyme similarly to site 1 
mutation to LETD/LEHD. Further, by deconstructing the DEVD motif 
(IQAD-*DQAD/DEAD), we realized that the P4 residue lle195 is critical in 
supporting robust enzyme activity whereas mutation of P3 Glni96 alone 
(IQAD-HEAD) had a minimal impact on the activity (Table 1). We next asked why 
Ilei95 is so important as suggested by our data and recent work by Witkowski and 
Hardy [32], One reason for the loss of activity of site 1 mutants with altered Ilei96 
may reside in the intricate contacts between this residue of one catalytic unit of the 
dimer with the other seen in the crystal structure of inhibitor-bound caspase 7 [33]. 
In the crystal structure of inhibitor-bound caspase 7, lleigs is in close proximity to 
Lys2 i2’ and Ile2 i3 of the other catalytic unit of the dimer (often called L2-L2’ loop 
bundle). To further test this observation, these residues were mutated, and enzyme 
activity was assessed. As expected, disruptive mutation of Lys2 i2 to Met/Glu or 
Ile2 i3 to Ala/Glu significantly affected the activity of the caspase (Table 1). In 
support to the perturbation of caspase activity by non-conservative mutations, 
three of these mutants required longer expression times or trans activation by 
caspase 8 to obtain processed enzymes. Conversely, conservative amino acid 
substitutions (Lys2 i2~*Arg or lle2 i3-^Met/Leu) preserved caspase 7 activity and 
proper activation time (Table 1).
We showed that despite the improvement of site 2 by introducing preferred 
initiator caspase recognition motifs, caspase 7’s site 1 was superior for activation 
suggesting, as proposed by Timmer and colleagues [29], that location of the site 
within the IDC is also important. To address this, we first transferred the site 1 motif 
(in addition to the PT serine) to site 2 generating caspase 7 IQAA/IQAD-S. 
Interestingly, this mutant was expressed only as a zymogen (Figure 4C).
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Moreover, transplanting site 2 motif (NDTD) to site 1 failed to produce a caspase 
able to auto-activate, even after 24 hrs (data not shown). This demonstrates that 
location of the activation site within the IDC is important. We then replaced site 2 
by the preferred caspase 7 motif DEVD, thus generating caspase 7 IQAA/DEVD. 
Surprisingly, we obtained this protein in a fully processed form (Figure 1A), 
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Figure 4 Auto-activation of caspase 7 mutants
(A) SDS/PAGE analysis of purified caspase 7 cleavage site mutants, zym., 
zymogen. (B) Self-activation at site 1. The indicated caspase 7 were expressed in 
50 mL cultures for the indicated period of time, purified, and analyzed by 
SDS/PAGE. Arrowheads indicate the transition point from the zymogen to the 
active form; this transition is absent for caspase 7 IQAA/NDTD that cannot self- 
activate [18]. (C) Swapping activation sites sequences. The indicated caspase 7s 
were expressed for 8 hrs, purified, and analyzed by SDS/PAGE. (D) Self-activation 
at site 2. Lysates of E. coli expressing the indicated caspase 7s for 30 min. or 8 hrs 
were analyzed by immunoblotting using an anti-His tag antibody. It is noted that 
only processed caspase is detected for caspase 7 IQAA/DEVD. WT and caspase 7 
IQAA/NDTD are presented as controls for fully processed and zymogen form 
respectively. The underlined residues identify the processed cleavage sites.
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displayed a ten-fold decrease in specific activity compared to WT caspase 7 (Table 
1). Despite the reduced activity of caspase 7 IQAA/DEVD, this caspase activated 
so effectively that even a 25 min. expression immediately followed by 
immunoblotting failed to show the zymogen form of the enzyme (Figure 4D). 
Altogether, these results show that site 1 is better positioned than site 2 for 
activation in trans, but that the propensity for processing of site 2 can be improved 
significantly.
The interdomain connector length is a crucial determinant
The longer length of the IDC is postulated to be a crucial determinant in the ability 
of initiator caspases to display activity without cleavage [17]. Executioner caspases 
3 and 7 have a shorter IDC and, contrary to the initiators, which do not require 
cleavage for activity [5, 6, 20], proteolysis is the driving force of executioners 
activation. Therefore, not only is the primary structure of caspase 7’s IDC key to 
the activation process but also its length may be important. To address this issue, 
we extended the IDC from 25 residues to 31 (the length of caspase 8’s IDC) with 
the hope of creating an active executioner without cleavage of the IDC. To do so, 
and guided by the studies described above, we inserted 3 Gly-Ser pairs N-terminal 
of site 2 of the double cleavage site mutant to generate caspase 7 IQAA/NDTA+6 
(Figure 5A). Figure 5B shows that this mutant did not self-process during bacterial 
expression contrary to the cleavable site 1 version of this construct 
(IQAD/NDTA+6). We also extended the IDC by adding 7 Gly-Ser pairs but were 
unsuccessful in obtaining an active enzyme (Table 1, data not shown). In a second 
strategy, we constructed two mutants by replacing the IDC of caspase 7 with that 
of caspase 8: a) DGIQADSGPINDTDANPRYKIPV —
KGIPVETDSEEQPYLEMDLSSPQTRYIPD (linker casp-8a) to preserve Aspi92 [10], 
or b) QADSGPINDTDANPRYKIPV PVETDSEEQPYLEMDLSSPQTRYIPD 
(linker casp-8b) to also preserve the critical llei95 of caspase 7 (dotted lines in 
Figure 5A). However, these mutants did not undergo auto-activation nor did they 
exhibit any proteolytic activity (Figure 5B and data not shown), but processing by 
caspase 8 did activate caspase 7/linker casp-8b (data not shown). A corollary to 
our hypothesis is that the length of the initiator caspase 8 IDC is optimal in order to 
support caspase 8 activity without cleavage of the linker. Therefore, as a validation 
of our strategy we performed the reverse approach with caspase 8, and attempted 
to create a caspase 8 requiring proteolysis for activity. To do so, two (Glu377-Gln, 
caspase 8 numbering system) or four residues (Glu -Gln-Pro-Tyr) were deleted 
from caspase 8’s IDC, and we compared the activity of these deletion mutants 
possessing a cleavable (caspase 8 VETD/LEMA) or uncleavable (caspase 8 
VETA/LEMA) IDC (Figure 5A). Removal of 4, but not of 2, residues resulted in a 
caspase 8 requiring cleavage for activity (Figure 5B, Table 1). Indeed, caspase 8 
VETA/LEMA-4 was inactive in high salt buffer whereas caspase 8 VETD/VETA-4 
was cleaved (Figure 5B) and fully active compared to WT caspase 8 in the same 
conditions (Table 1). These results demonstrate that the length of the IDC is critical 
in the activation process of caspases.
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Figure 5 Changing the length of the IDC
(A) Schematic representation of caspase 8 and its IDC. DEDs, the large and small 
subunits, and the IDC (sequence shown) are displayed. The star identifies the 
catalytic cysteine. Cleavage of the IDC occurs C-terminal to the motifs in bold at 
two sites (Asp374, or Asp384, caspase 8 numbering system). The 6-residue insertion 
(in caspase 7) and 2/4 amino acid deletions in caspase 8 are indicated under the 
sequence. The dotted lines show which parts of the IDC were swapped between 
caspase 8 and caspase 7. (B) SDS/PAGE analysis of caspase 7 insertion and 
caspase 8 deletion mutants after 8 or 6 hrs of expression respectively. Caspase 
7/linker casp-8b is shown. The underlined residues identify the processed cleavage 
sites.
DISCUSSION
All caspases have an interdomain connector that is poorly conserved amongst 
family members, yet it is always cleaved during activation. Cleavage of executioner 
caspases is the driving force for their activation [8-10] whereas cleavage of initiator 
caspase IDC is insufficient for activation [4-7, 34]. The IDC of human apoptotic 
caspases has two cleavage sites that are processed during apoptosis or E. coli 
expression. In this study, we addressed the structure-relationship of the two 
activation sites of executioner caspase 7.
Here, we show that the sequences of both activation sites of caspase 7 are 
suboptimal for activation by initiators in vitro and in cellulo. Changing site 1 to the 
preferred motif recognized by caspase 8 resulted in a higher activation rate 
whereas activation by caspase 9 seemed optimal. Interestingly, most site 1 
mutants we examined have poor kinetic efficacies demonstrating that it also 
supports enzyme activity once cleaved. Indeed, crystal structures of many cleaved 
caspases show that residues upstream to site 1 are implicated in contacts with the 
neighboring catalytic unit within a dimer to form the so-called L2-L2’ loop bundle 
(Supplementary Figure s3A). Many studies [10, 32] have confirmed that Aspi92 and 
Ilei95 are critical for caspase 7 activity, explaining why many site 1 mutants have 
reduced kinetic performance. In the crystal structures, these residues contact 
amino acids C-terminal to the IDC. We have tested two of these residues, Lys2 i2 
and Ile2i 3 , and found that only conservative mutations at these positions supported 
robust activity. Both residues are conserved in the closely related homolog 
caspase 3, whereas only the hydrophobic character of position 213 is preserved in 
other caspases. We speculate that the lack of conservation may explain why 
swapping the IDC between caspases failed to produce activity because the IDC 
must also complement features of the active site to stabilize it. Suboptimal 
cleavage sites in protease zymogen activation has been reported before such as 
for plasminogen [35]. In this particular context, structural requirements over-ride 
sequence preference, and so caspase 7 activation demonstrates an interesting 
analogy to the requirements of plasmin activation. Less than optimal activation 
processes pave the way for rigorous regulation. Indeed, coupled with the difference 
of reactivity towards its endogenous inhibitor XIAP [12], a controlled cleavage at 
two different sites can enhance regulation of the whole system.
Our data obtained with site 1 and site 2 mutants suggest that the location 
has considerable impact on the efficacy of activation. We had previously 
demonstrated that caspase 7 cannot directly undergo auto-activation at site 2 [18]. 
Unexpectedly, inserting the best motif recognized by caspase 7 (DEVD) at site 2 
allowed caspase auto-activation directly at this site. However, we could not obtain 
a caspase able to self-activate using the site 1 motif (IQAD) despite the fact that 
we demonstrated that it was close to optimal for self-activation. Therefore, it seems 
that only an optimal motif could be used at site 2, but these data demonstrate that 
it is the positioning within the IDC that is critical. Neither the available crystal 
structures of the active form nor the ones of the zymogen form of caspase 7 reveal 
well-defined electron density for residues surrounding site 2 (listed in ref. [17], and 
refs. [32, 36, 37]). However, these structures show that residues close to or part of
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site 1 (Asp 192 to Glni96) stabilize the active form by immobilizing the catalytic 
cysteine.
Recently, the NMR structure of monomeric procaspase 8 was published 
[38]. It shows the IDC adopting several different conformations, and potentially 
making several contacts with the core of the protein. Because of its short length, 
caspase 7’s IDC cannot adopt these configurations. Instead, the available
structures of procaspase 7 demonstrate that the IDC must travel from one end to 
the other end of the molecule as an extended loop with contacts made only by 
residues C-terminal to site 2. Therefore, we can propose that site 2 is not as 
accessible as site 1 because of these contacts, which restrain IDC movement. 
However, mutation of site 2 to DEVD would disturb these interactions enough to 
render that mutant highly susceptible to self-activation. Indeed, procaspase 7 
structures show that residue P2 -Thr205 of site 2 contacts Lys2 i2 of the other 
molecule of the dimer, which is likely disrupted in the DEVD mutant
(Supplementary Figure s3B) [39, 40]. Furthermore, Ile2 i3 and the side chain of 
Lys2 i2 occupy a hydrophobic pocket, with the e-amino group of the lysine 
participating in hydrogen bonds with a nearby water molecule. Because cleavage 
of the IDC results in an important repositioning of Lys2 i2 and Ile2 i3 , we can assume 
that insertion of the IDC into the central cavity of the dimer is reversible allowing 
rapid exchange with the other IDC, thus rendering site 2 of both catalytic units less 
available for cleavage.
Finally, we also evaluated the impact of IDC length on the activity of 
caspase 7. Several reports have demonstrated that the zymogen of initiator 
caspases displays activity without cleavage [5, 6, 20], which is not the case for
executioners. The length of the IDC is one of the critical features that is
hypothesized to allow activity without cleavage [17]. Consequently, our rationale 
was to elongate caspase 7’s IDC hoping to produce an active caspase 7 without 
proteolysis. However, neither the insertion of a highly flexible sequence of up to 14 
residues nor the replacement with the IDC of an initiator caspase succeeded in 
removing this requirement. A corollary to the IDC length hypothesis is that the 
initiator IDCs must permit activity without proteolysis. In fact, shortening the IDC by 
four residues was sufficient to produce a caspase 8 that also requires cleavage for 
its activation. This result reinforces the idea that IDC length is essential for the 
higher zymogenicity of initiator caspases compared to executioners, and that for 
executioners, it serves also to stabilize the active form. In their study, Keller and 
colleagues also concluded that caspase 8 IDC length, and the various 
determinants it contains, were critical in providing activity to the zymogen [38]. 
However, they could not establish how the length controls the auto-cleavage 
process of caspase 8 because IDC truncation mutants were expressed as 
separate subunits then refolded to yield the catalytically active protease. Recent 
studies on an uncleaved but active caspase 3 mutant [41] (shorter IDC than 
caspase 7) and the crystal structure of procaspase 6 [42] (longer IDC than caspase 
7 and caspase 8) draw a more complex picture of how the IDC controls the 
zymogen state and the activity of caspases. It is likely that a combination of several 
molecular determinants rules this process on an individual basis and that general 
rules may not apply even amongst executioner caspases.
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Caspase activation has been extensively studied, but many of the 
underpinning molecular determinants of activation remain unknown. Our results 
highlight the importance of the primary structure of caspase 7 IDC for its activation 
and activity. It also demonstrate, using an real-life proteolytic event, the need to 
also study molecular determinants other than the immediate cleavage site and 
substrate binding site to fully understand how proteases reach high level of efficacy 
and specificity.
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The combinatorial library for substrate specificity screening of caspases was 
synthesized using the methodology described previously [1], and using semi­
automatic FlexChem synthesizer. The ACC (7-amino-4-carbamoylmethylcoumarin) 
fluorophore was used for the synthesis because it is the most suitable one for solid 
phase synthesis of PS-SCL (Positional Scanning Substrate Combinatorial Library) 
[2, 3]. Three sublibraries were generated: P2 sublibrary with sequence Ac-X-X-Fix- 
Asp-ACC, P3 sublibrary with sequence Ac-X-Fix-X-Asp-ACC and P4 sublibrary 
with sequence Ac-Fix-X-X-Asp-ACC, where X represents equimolar mixture of 19 
natural amino acids (all amino acids omitting cysteine and methionine due to the 
oxidation problems; norleucine was used to mimic methionine), ‘Fix’ represented 
defined amino acid and Asp represent the fixed aspartic acid at P1 position. The N- 
termini of the tetrapeptides were capped with acetate (Ac). All ACC substrates 
were dissolved as stock solutions at concentration of 50 mM in DMSO and stored 
frozen. Caspase substrate specificity assay conditions were as follows: 100 pL 
reaction volume, temperature 37°C, caspase buffer, less than 1.5% DMSO, 100 or 
250 pM (assuming around 277 nM or 693 nM per single substrate) total final 
substrate mixture concentration and enzyme concentration was 0.5-5 pM. Release 
of ACC fluorophore was monitored continuously with excitation at 355 nm and 
emission at 460 nm with an assay time of 60 min. Analysis of the results was 
based on total RFU (relative fluorescence unit) for every sub-library, setting the 
highest value to 100% and adjusting the other results accordingly.
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defines specificities of members of the caspase family and granzyme B. 
Functional relationships established for key mediators of apoptosis. J. Biol 
.Chem. 272, 17907-17911.
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and Ellman, J. A. (2002) Expedient solid-phase synthesis of fluorogenic 
protease substrates using the 7-amino-4-carbamoylmethylcoumarin (ACC) 
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Figure s1 Full-length and truncated (ACARD) caspase 9 have similar 
substrate preferences
Truncated (ACARD; top) or full-length (bottom) caspase-9 was assayed with a 
positional scanning substrate library (made in house) with P1 fixed as aspartic 
acid. The ordinate is the rate of hydrolysis reported as a percentage of the maximal 
rate observed. The abscissa provides the positionally defined L-residue. Two 
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Figure s2 In vitro activation of procaspase 7 by initiator caspase 8 can be 
improved at both sites
SDS/PAGE analysis of activation kinetics of various caspase 7 mutants by 
caspase 8. The indicated procaspase 7 (200 nM) were incubated with a 
concentration range (2/3 serial dilution from 400 nM down to 35 nM) of caspase 8 
for 8 min. at 37°C. TCA/acetone-precipitated proteins were resolved on SDS/PAGE 
and stained. A sample without initiator caspase (procasp-7) or with the maximum 
concentration of the initiator (casp-8) were included as controls. Arrows on the right 
indicate the position of the procaspase 7; arrowheads indicate the midpoint at 
which 50% of the procaspase 7 is cleaved. Apparent /cca/K m was obtained as 
described in Experimental. It is noted that most values are underestimated 
because procaspase 7 concentrations are above the estimated Km (see Table 2). 





Figure s3 Contacts made by caspase 7’s  IDC
Representation of the environment of Lys2i2 and Ile2i3 in the active (A) and 
zymogen (B) forms of caspase 7. The whole structures are presented as cartoon 
models as a dimer in which the large (blue) and small (cyan) subunits are color- 
coded. Insets show residues surrounding Lys2i2 and Ile2i3 (mesh). Amino acids 
from the right catalytic unit are labeled with prime positions. Visible residues from 
site 1 and site 2 are shown, and labeled according to the position respective to the 
scissile bond of the cleavage site. Water molecules are presented as green 
spheres. In the active form, the inhibitor AcDEVD-CHO (orange) is bound to the 
active site. It is noteworthy that no residue is visible beyond Gln-ig6 of site 1. In the 
inactive conformation, the yellow loops depict parts of the IDC for which there was 
no electron density. The active and zymogen forms were generated using PDB 
structures 1F1J [1] and 1GQF [2] respectively.
1 Wei, Y., Fox, T., Chambers, S. P., Sintchak, J., Coll, J. T., Golec, J. M., 
Swenson, L., Wilson, K. P. and Charifson, P. S. (2000) The structures of 
caspases-1, -3, -7 and -8 reveal the basis for substrate and inhibitor selectivity. 
Chem. Biol. 7, 423-432
2 Riedl, S. J., Fuentes-Prior, P., Renatus, M., Kairies, N., Krapp, R., Huber, R., 
Salvesen, G. S. and Bode, W. (2001) Structural basis for the activation of human 
procaspase-7. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98,14790-14795
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Table s1 Kinetic parameters of caspase 7 cleavage site mutants on 
AcDEVD-pNA in activation assay buffer (high salt) *
Km (pM) Jfcaf(S ) kca/Km (x104 IMI'^ S'1)
Caspase 7
WT 51.2 1.52 3.0
IQAD/NDTA 65.0 1.37 2.1
LETD/NDTA n.d.
LEHD/NDTA n.d.
Caspase 8-activated caspase 7
IQAA/NDTD 32.8 0.62 1.9
IQAA/LETD 39.7 1.02 2.6
IQAA/LEHD 27.5 0.90 3.3
n.d., not determined because the enzyme did not display classical Michaelis- 
Menten behavior at the substrate concentration range we used.
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A r t ic l e  2
Caspase-7 uses an exosite to promote poly(ADP ribose) polymerase 1 proteolysis
Auteurs de l’article: Dave Boucher, Véronique Blais et Jean-Bemard Denault
Statut de l’article: Article accepté et publié dans Proceedings of the National Academy of 
Science of the USA le 10 avril 2012 vol. 109, no. 15, pages 5669-5674.
Avant-propos: J'ai contribué à la rédaction du manuscrit avec Jean-Bemard Denault. J ’ai 
effectué la totalité des expériences présentées dans cet article à quelques exceptions près. 
Jean-Bemard Denault a réalisé l'expérience de précipitation par affinité à la gluthation S- 
transférase de PARP. Véronique Biais a réalisé les lignées clonales (MCF-7shRNAcasp7 et ies 
293-ADslRNAcasp7) que j ’ai utilisées pour effectuer les expériences in cellulo.
Résumé : Durant l’apoptose, les caspases exécutrices clivent plusieurs centaines de 
substrats, la plupart étant clivés par la caspase 3. Cependant, la caspase 7, en dépit d’une 
activité catalytique plus faible et d’une spécificité de substrat similaire à la caspase 3, clive 
plus efficacement certains substrats comme la poly (ADP ribose) polymérase-1 (PARP-1) 
et la cochaperonne de HSP90 p23. Les travaux de cet article ont permis l’identification de 4 
résidus basiques clé (K38KKK) présents dans le domaine N-terminal de la caspase 7 comme 
étant des éléments critiques pour le clivage de ces deux substrats par la caspase 7. Le 
domaine N-terminal de la caspase 7 lie directement PARP et améliore d’environ 30 fois 
l’efficacité de protéolyse d’une chimère de la caspase 3 qui contient ce domaine. 
L’expression en système cellulaire d’un mutant de la caspase 7 qui ne contient pas ces 4 
résidus lysine clé clive moins efficacement PARP et p23 durant des essais apoptotiques. De 
plus, nous avons identifié d ’autres résidus importants dans le clivage de p23 par la caspase 
7 en utilisant une librairie de mutants chimériques de cette caspase possédant diverses 
régions mutées pour celle de caspase 3. Nos travaux identifient pour la première fois un 
exosite pour un substrat d’une caspase et confère l’un des tout premiers rôles au domaine 
N-terminal de la caspase 7.
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Abstract
During apoptosis, hundreds of proteins are cleaved by caspases, most of 
them by the executioner caspase-3. However, caspase-7, which shares the 
same substrate primary sequence preference as caspase-3, is better at 
cleaving poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP) and Hsp90 co-chaperone 
p23, despite a lower intrinsic activity. Here, we identify key lysine residues 
(K38KKK) within the N-terminal domain (NTD) of caspase-7 as critical 
elements for the efficient proteolysis of these two substrates. Caspase-7’s  
NTD binds PARP and improves its cleavage by a chimeric caspase-3 by ~30- 
fold. Cellular expression of caspase-7 lacking the critical lysine residues 
resulted in less efficient PARP and p23 cleavage compared to cells 
expressing the wild-type peptidase. We further show using a series of 
caspase chimeras the positioning of p23 on the enzyme providing us with a 
mechanistic insight into the binding of the exosite. In summary, we have 
uncovered a role for the NTD and the N-terminal peptide of caspase-7 in 
promoting key substrate proteolysis.
\body
Introduction
Apoptosis employs a family of cysteinyl peptidases, the caspases, to integrate and 
propagate various signals to cause cell demise. The latter step is governed by a 
subgroup of caspases named executioners that are responsible for the cleavage of 
a plethora of cellular proteins. The cleavage of some of these proteins provokes 
the associated hallmarks of apoptosis (1, 2). A survey of the published literature 
suggests that, among executioners, caspase-3 performs the bulk of the cleavage 
events. These data are in agreement with biochemical studies suggesting that this 
caspase is highly active and is present at the highest concentration among all 
caspases in most cells (3-5). For these reasons, caspase-3 supersedes other 
caspases in most biochemical readouts (4).
Caspase-3 and -7 share 57% sequence identity throughout their catalytic 
domains. Additionally, they have the same substrate preference based on studies 
using peptide substrate libraries (6, 7). Despite this apparent redundancy, they 
have an overlapping but non-redundant substrate repertoire. For instance, 
ROCK1, a-fodrin and Rho-GDI are cleaved efficiently by both caspases (8, 9). 
However, ICAD (9), the XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) (10) and 
initiator caspase-9 (11) are preferred by caspase-3, whereas Nogo-B (12), ataxin-7
(13), and the p23 co-chaperone (9) are cleaved more efficiently by caspase-7. 
PARP-1 [poly(ADP-ribose) polymerase 1], the first caspase substrate identified
(14), is a particularly interesting death substrate, and its cleavage is now 
recognized as a hallmark of apoptosis. PARP-1 proteolysis is essential for an 
adequate energetic balance during apoptosis and protects against necrosis (15, 
16). Previous work has suggested that caspase-7 is responsible for PARP 
inactivation during apoptosis (17), but no mechanism for such selectivity has been 
proposed. However, many caspases and the immune-derived granzymes have 
been suggested to cleave PARP (14, 17-21). Notably, whereas PARP-1 is cleaved
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at a canonical caspase-3/7 site (DEVDJG), p23 is cleaved at a less suitable site 
(PEVDJG). Indeed, studies have shown that a proline instead of an aspartate in 
the P4 position reduces the catalysis of caspase-7 by 16,500-fold (7).
In the present study, we hypothesized that if caspase-7 is better at cleaving 
certain death substrates such as PARP and p23 despite the fact that it is 
intrinsically less active than caspase-3, it must use exosites to improve catalysis. 
This attractive possibility has been raised several times in the past decade (22-25), 
but never confirmed. Our results show that the N-terminal domain (NTD) of 
caspase-7 contains a conserved basic patch that greatly improves substrate 
recognition and proteolysis of both death substrates. This study provides a unique 
demonstration of the use of a substrate exosite by a caspase.
Results
Caspase-7 cleaves PARP and p23 more efficiently than caspase-3. To
determine whether caspase-7 or caspase-3 is the more efficient protease at 
cleaving death substrates, we performed assays in which active site-titrated 
recombinant caspases were incubated with cell extracts from MCF-7 cells (which 
lack caspase-3) expressing a short hairpin RNA against caspase-7 
(Supplementary Fig. 1A). In these conditions, the ectopic caspase faces a mixture 
of substrates, akin to the cellular context. Furthermore, at the concentration used, 
caspase-7 cannot activate other caspases (26). When various concentrations of 
caspase-7 or -3 were incubated with the extracts, the 116 kDa full-length PARP 
was cleaved by both enzymes to yield the typical 89 kDa fragment detected by our 
antibody (Fig. 1A). However, whereas 5 nM caspase-7 was sufficient to process > 
85% of PARP, 50 nM caspase-3 resulted in less than 40% conversion. We also 
examined the cleavage of p23 and found that caspase-7 cleaves this protein more 
efficiently than caspase-3, albeit with less efficacy than PARP (Fig. 1B). To ensure 
that our assays were unbiased towards caspase-7, we analyzed ICAD and 
recombinant caspase-9 proteolysis and found that caspase-3 is better at cleaving 
both proteins (Fig. 1C,D). These results demonstrate that each of these 
executioner caspases prefers a different set of death substrates.
Comparison of the activity of these enzymes using the small fluorogenic 
substrate AcDEVD-Afc yielded catalytic specificity constants (kca/K M) for caspase-7 
and -3 of 1.1 x 10s and 5.9 x 105 M'1s'1, respectively (Supplementary Table SI), 
which are in agreement with previously published work (4, 26, 27). To determine 
whether the observed difference was an artifact of using a peptidic substrate, we 
used the baculovirus caspase inhibitor p35 with the inactivating C2A mutation that 
turns this protein into a substrate (28, 29). Similar to AcDEVD-Afc, p35-C2A is 
cleaved ~5 times more efficiently by caspase-3 than by caspase-7 (Fig. 15), 
suggesting that caspase-3 is indeed a more proficient enzyme. We also tested the 
activity of caspase-3 and -7 on AcPEVD-Afc, which features the same cleavage 
site motif as that in p23, and found that caspase-3 is ~500 times more active than 
caspase-7 (Supplementary Table SI). Finally, to ensure that the preference for 
PARP we observed is not caused by the presence of competing substrates or
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endogenous caspase inhibitors such as XIAP, we performed assays using 
antibody-purified PARP (Fig. 1F). However, we still found that caspase-7 was 
more efficient than caspase-3 at cleaving purified PARP, demonstrating the 
robustness of our assays. Taken together, these results suggest that caspase-7 
likely uses an exosite to promote PARP and p23 cleavage.
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Fig. 1. Caspase-7 is better than caspase-3 at cleaving PARP and p23. (A-C) 
MCF-7sh7 extracts were incubated for the indicated period of time in the presence 
of 0, 5, 25, 50 or 100 nM recombinant caspase-7 or -3 in caspase buffer, then 
samples were analyzed by immunoblotting (IB) using the antibody indicated. (D,E) 
Recombinant full-length caspase-9 (1 pM) or p35-C2A (400 nM) was treated as in 
(A). Samples were TCA-precipitated and analyzed by SDS-PAGE. (F) One 
nanomolar recombinant caspase-3 or -7 was incubated with immunoprecipitated 
flag-tagged PARP for the indicated period of time. Samples were analyzed as in 
(A). Closed arrowhead, full-length protein; open arrowhead, cleaved fragment.
The mature NTD of caspase-7 promotes PARP cleavage. The catalytic domain 
of caspase-3 and -7 is highly similar. However, the N-terminal region that precedes 
the catalytic domain is much longer in caspase-7; this region, therefore, is a good 
exosite candidate. Consequently, we tested the ability of a caspase-7 variant that 
lacked part of its NTD to cleave PARP. We took advantage of an alternate 
translation initiation site within the NTD (Met45; Fig. 2A) to generate an active 
enzyme (26). M45-caspase-7 is less efficient at cleaving PARP than wild-type (WT) 
enzyme at identical concentrations (Fig. 2B), even though it is as active on the 
peptidic substrate (Supplementary Table SI). The percentage of PARP cleavage 
was estimated using imaging software as described in Supporting information and 
reported in Supplementary Fig. 2. Specifically, we compared the intensity of the 
full-length 116-kDa protein because the cleaved fragments have variable 
detectability and stability as suggested for many caspase substrate cleavage 
products including PARP (30). By readjusting the caspase concentration and 
incubation time, we were able to estimate that proteolysis of PARP by caspase-7 is 
nearly 8 times higher than that by caspase-3, and that the cleavage rate by 
truncated M45-caspase-7 was less than 2 x 104 M 'V 1, which is ~30 times lower
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Fig. 2. Caspase-7’s N-terminal domain contains a transferable exosite to promote 
PARP cleavage. (A) The amino acid sequence of the N-terminal domain of 
caspase-7 and -3 are presented. Asp23 of caspase-7 or Asp28 of caspase-3 are 
the P1 cleavage site residue of the N-peptide that is removed during apoptosis. 
Mature caspase-7 and -3 start at Ala24 and Ser29, respectively. Key residues are 
underlined including the conserved methionine used as a convenient location for 
NTD deletion or chimera design. (B,D,F) MCF-7sh7 detergent extracts were 
incubated for 30 min in the presence of 1 nM of the indicated caspases. Samples 
were analyzed by immunoblotting using an antibody recognizing the N-terminus of 
PARP. Quantification of PARP proteolysis is presented in Supplementary Fig. 2. 
(C,E) Detergent extracts were incubated for the indicated period of time with 2-fold 
serial dilution of the indicated recombinant enzyme in caspase buffer starting at the 
indicated concentration. PARP hydrolysis rate were estimated as described in 
Materials and Methods. The enzyme concentration at which 50% of PARP is 
cleaved (arrow) was used to estimate rates. In (C), the calculated rates are 6.2 x 
105, <0.2 and 0.8 x 105 M ' V 1 for caspase-7, M45-caspase-7 and caspase-3, 
respectively. In (E), the calculated rates are 6.5 and 22.1 x 105 M'1s"1 for caspase-7 
and caspase-7:caspase-3 chimera, respectively.
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than the rate by WT caspase-7 (Fig. 2C). We then took advantage of the 
conserved methionine residue (Met62 in caspase-7 and Met39 in caspase-3) 
located just N-terminal to the catalytic domain to swap the NTD of caspase-7 with 
that of caspase-3 (casp3:casp7; Fig. 2B). This transfer failed to restore PARP 
cleavage, demonstrating that the ability is specific to caspase-7’s NTD. Notably, 
casp3:casp7 is fully active and processes its N-peptide (Supplementary Table SI 
and Supplementary Fig. 3). Conversely, we tested the ability of the NTD of 
caspase-7 to confer PARP cleavage proficiency to caspase-3 (gain of function) by 
designing a casp7:casp3 chimera (Fig. 2D). In our assay, this chimeric caspase 
was as efficient as caspase-7 at cleaving PARP. Kinetic analysis demonstrated 
that casp7:casp3 was 3.6- and 30-fold more efficient than caspase-7 and WT 
caspase-3, respectively (compare Fig. 1E vs. Fig. 2C). Furthermore, no alteration 
in the proteolysis of ICAD, a caspase-3-preferred substrate, was observed for this 
caspase-3 chimera (Supplementary Fig. 4).
Because removal of caspase-7’s N-peptide precedes its activation (31), we 
asked if its removal was necessary to the function of the exosite. Thus, we 
compared a caspase-7 mutant that cannot process its N-peptide due to a D23A 
mutation (26) and found that this mutant is unable to cleave PARP in our standard 
assay (Fig. 2F). Importantly, caspase-7 o23A does not impair catalytic activity 
[Supplementary Table SI and (26)]. These results demonstrate that the NTD of 
caspase-7 contains molecular determinants that promote efficient PARP 
proteolysis.
A basic patch in caspase-7’s  NTD is critical to promote PARP cleavage. We
wanted to identify the critical residues within the NTD that constitute the exosite. To 
this end, we tested the ability of deletion mutants to cleave PARP. Caspase-7 
deletion mutants that lacked NTD residues downstream of Phe36 failed to process 
PARP in the assay conditions used (Fig. 3A). Conversely, a caspase-7 variant 
missing residues up to Val32 was still able to cleave the substrate. We also tested 
tetra-alanine substitution mutants (Fig. 3B) and found that changing residues 37- 
40 to alanine (mutant 4A4) had a dramatic effect on PARP proteolysis. These two 
sets of results suggest that the exosite is present in the basic sequence contained 
within the NTD. We then fine tuned our assay by lowering the incubation time and 
caspase concentration to detect the influence of individual residues and scanned 
the residues contained in the 4A4 mutant (Ser37-Lys40) plus the following Lys41 
(Fig. 3C). Unlike the mutation of Ser37, mutation of any lysine hampered, but did 
not abrogate, PARP cleavage, and K39A and K40A mutations had the greatest 
effect. The latter result suggests that charge within the exosite is the main 
determinant. Finally, to further characterize the motif, we designed four mutants 
with altered charges: K38KKK^AAAA (different from the 4A4 mutant), -*KAAK, 
-*KEKK and -*KEEK (Fig. 3D). From now on, all K38KKK mutations are referred to 
using subscript of the four replacing amino acids (WT is caspase-7KKKK). Compared 
to WT caspase-7, caspase-7«AA« was as efficient at cleaving PARP, whereas a 
decrease in efficacy was observed as the net charge decreased and negative 
charges were added. Indeed, caspase-7KEKK was worse than caspase-7KAA«, 
although both have the same net charge. These results demonstrate that the 
exosite relies on at least two lysine residues and does not tolerate negative
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charges. Importantly, all tested mutants displayed proteolytic activity against the 
peptide substrate that was either similar to the WT enzyme or, if different, could not 
account for the change in PARP proteolysis (Supplementary Table SI).
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Fig. 3. The K38KKK motif is critical to the exosite function. (A-D) MCF-7sh7 
detergent extracts were incubated for 30 min in the presence of 1 nM of the 
indicated caspases. Samples were analyzed by immunoblotting using an anti- 
PARP antibody recognizing the N-terminus. Proteolysis quantification is presented 
in Supplementary Fig. 2.
With the ability to transfer the exosite on caspase-3, these latest results 
suggest that the exosite is fully contained within the NTD. To further support this 
conclusion, we performed GST (glutathione-S-transferase) pull-down assays using 
only caspase-7 residues 24-62. Although GST alone and the tetra-alanine NTD 
mutant (NTDaaaa) fused to GST failed to bind PARP, the WT NTD readily
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precipitated PARP (Supplementary Fig. 5). Indeed, quantification of the 
immunoblot signal revealed that 38% of PARP was pulled down. This result was 
also confirmed by analysis of the post-pull-down supernatant that showed > 50% 
depletion of PARP. These results show that the NTD contains a complete exosite 
for PARP.
The NTD of caspase-7 promotes death substrates cleavage in cells. To
demonstrate that the exosite supports efficient cleavage of PARP in living cells, we 
transfected AD-293 cells stably expressing a short hairpin RNA (shRNA; 293sh7) 
against caspase-7 (Supplementary Fig. 1B) with cDNAs encoding shRNA-resistant 
flag-tagged caspase-7, caspase-7AAAA or a caspase-7 baring the catalytic mutation 
C285A. In this paradigm, caspase-7 self-activates and induces cell death without 
the contribution of any other caspase (26, 32). These constructs also feature the 
deletion of the N-terminal peptide (M23) to mimic its removal by caspase-3. In 
agreement with our in vitro assays, the K38KKK->AAAA mutation decreases PARP 
proteolysis (Fig. 4A). Albeit less pronounced than for PARP cleavage, 
quantification of cleavage products did revealed a decrease of 39% and 26% in the 
processing of p23 by M 2 3 a a a a  and Caspase-7AAAA, respectively, compared to the 
corresponding protein bearing an intact exosite. Importantly, the capacity of 
caspase-7AAAA to self-activate was assessed by labeling the active enzyme with the 
activity-based probe biotinyl-VAD-fmk prior to lysis (Supplementary Fig. 6). Using 
this approach, we showed that mutation of the exosite did not impede M23- 
caspase-7AAAA to self-activate, but did alter full-length processing, which suggests 
an interaction between the N-terminal peptide and the exosite.
We also used the death ligand Trail to activate the extrinsic pathway in 
293sh7 cells expressing caspase-7 or caspase-7MAA at protein levels that do not 
provoke their autoactivation (Fig. 4B). Using this physiologic death stimulus, cells 
expressing caspase-7AAAA did processed PARP to a lesser extent compared to 
cells expressing the WT caspase. Furthermore, time-course of Trail-induced 
apoptosis showed a 30-60 min delayed in PARP cleavage, but no change in 
caspase-7 cleavage profile (Fig. 4C). Processing of p23 was also negatively 
affected by the exosite mutation.
Finally, we used cell-free extracts from 293sh7 cells expressing C-terminally 
flag-tagged WT and caspase-7aaaa , in which we induced caspase activation by the 
addition of cytochrome c (cytc) and dATP leading to the initiator caspase-9 
activation. As a source of PARP, we added dialyzed detergent extract from MCF- 
7sh7 cells. Time-course experiments showed a delay in the processing of PARP in 
extracts reconstituted with caspase-7AAAA (Fig. 4D).
Efficient cleavage of p23 requires the exosite. In Fig. 1, we showed that p23 is 
preferentially cleaved by caspase-7. Consequently, we wanted to extend our 
finding to p23 by analyzing the ability of key mutants of both executioner caspases 
to cleave fluorescein-labeled recombinant p23. Importantly, p23 labeling on free 
amines did not impair p23 cleavage by caspase-7 (Supplementary Fig. 7). In an 
assay in which WT caspase-7 cleaves > 80% of p23, neither M45-caspase-7 nor 
caspase-3 processed p23 to the cleaved fragments (Fig. 5A). As we have shown 
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Rg. 4. Efficient PARP proteolysis in apoptotic cells depends on the exosite. (A) 
293sh7 cells were transfected with the indicated flag-tagged shRNA resistant 
caspase-7 cDNAs. Lysates were analyzed 24 h post-transfection with the indicated 
antibodies. (B) Trail (200 ng/ml)-induced PARP cleavage in cells expressing non- 
lethal levels of WT or caspase-7AAAA- Samples were harvested after 3 h. All lanes 
were from the same blot. (C) Time-course of Trail-induced PARP cleavage in cells 
expressing non-lethal levels of WT or caspase-7AAAA- (D) Hypotonic extracts from 
293sh7 cells reconstituted with low amounts of WT or caspase-7AAAA and 
supplemented with PARP-containing extracts were activated with cytc and dATP. 
fl, full-length; -Npep, caspase-7 lacking the N-peptide.
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Fig. 5. The exosite promotes cleavage of p23. (A) Fluorescein-labeled p23 (50 nM) 
was incubated with 40 nM of the indicated caspase for 30 min and was analyzed 
by fluorescence imaging of gels. (8) Same as in (A) with caspases from the 
caspase-7:caspase-3 library (Supplementary Fig. 8). Mutants showing decrease 
(orange arrows) or increase (green arrows) in processing are indicated. Mut8 was 
inactive, therefore not analyzed. (C) Surface model of caspase-7 [PDB: 1F1J (37)] 
presenting the 10 sets of residues identified in (8). The dimeric caspase contains 
two catalytic units, each of them is constituted of a large (blue or gray) and a small 
(cyan or white) subunits. The active site (S) is identified in red. For each mutant, 
the relative specific activity (kca/KM) versus WT for the fluorogenic substrate and 
the percentage of p23 cleavage are presented. Mut2 lies in a crevasse on the side 
of the caspase. The NTD is attached at the yellow region. (D) Proposed model for 
the exosite mechanism. /) Caspase-3 primes caspase-7 zymogen for activation by 
removing the negatively charged N-terminal peptide, simultaneously uncovering 
the basic exosite, ii) Then, an initiator caspase activates caspase-7 by cleaving the 
linker that separates the large and small subunits. ///) Up to two molecules of 
substrates bind the caspase dimer, either in a direct or in a crossed  mode, iv) 
Exosite binding promotes cleavage of the aspartate^containing motif by the 
catalytic site.
cleavage was also observed in cellular experiments expressing caspase-7AAAA 
(Fig. 4AC). These latest results demonstrate that caspase-7 also uses the exosite 
for p23 proteolysis. However, unlike PARP, p23 failed to precipitate with GST-NTD 
suggesting that the interaction between the NTD and p23 is much weaker.
In order to build a model for the interaction of the caspase-7’s exosite with a 
substrate, we sought to identify regions for which mutations interfere with the 
cleavage of p23. We used p23 because 1) it is a smaller protein than PARP, 2) 
cleavage is much slower, which allows us to easily fine tuned the assay, and 3) the
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exosite is not as dominant as it is the case for PARP, which allows us to better 
appreciate interference by other region. We built a rational caspase-7 mutant 
library that incorporated groups of residues that were different in caspase-3 
(Supplementary Fig. 8). This mutagenesis strategy is very conservative because 
both executioners share high sequence identity and have identical fold, thus 
limiting potential adverse effect of mutations. Indeed, all but one (mut8) of the 
designed mutants are active and self-activate in bacteria (Supplementary Table 
SI). We tested this series of mutants under conditions in which only partial p23 
cleavage is obtained. We identified six mutants (mut2, 6, 19, 24, 26, 28) with 
diminished proteolysis of p23 (Fig. SB, orange arrows). Mutants 6 
(K92DAEA-VDAAN) and 19 (S234PGR-* NSKD) are particularly interesting 
because they are -0 .5  and ~3 times, respectively, more active than WT caspase-7 
on the fluorogenic substrate, yet ineffective at processing p23. Remarkably, these 
two mutants map to the back of the P4 substrate-binding pocket (Fig. 5C). We also 
identified mutants (mut10, 16, 25, 27) with higher activity toward p23 (Fig. SB, 
green arrows). One of them, mut25 (Q276SD-^FSF), mapped to the so-called L4 
loop, is even less effective at cleaving the peptidic substrate, yet has improved 
activity on p23. Two more mutants (mut10, 16) with higher efficiently on p23, 
localized on the front side of the caspase large subunit enzyme (Fig. 5C). These 
results suggest that the globular domain of p23 lies close to the catalytic site while 
binding to the exosite.
Discussion
At minimum, caspases select their substrates based on the structural accessibility 
of a P1 aspartate motif. To be efficient, however, more determinants are required 
to restrict the list of candidate proteins. Concretely, initiator caspases must rapidly 
activate downstream executioner caspases, which then must select among the 
much larger pool of death substrates to induce cell death. To this end, cells have 
evolved proficient enzymes, more discriminatory motifs, and presented optimal 
cleavage sites in flexible loops. In many proteolytic systems, further proficiency is 
achieved through the usage exosites.
Our results clearly demonstrate that caspase-7 uses a basic patch located in 
its NTD to improve the proteolysis of PARP and p23, two death substrates. This 
motif is conserved in mammals, frog and chicken but not in other birds and fish. 
This domain is whole because it is transferable to another caspase and can 
precipitate PARP from a cell lysate. The improvement bestowed by the NTD is 
non-trivial because we observed a ~30-fold decrease in cleavage efficacy when 
the NTD was removed from caspase-7 and a similar change (~30-fold), but in the 
opposite direction, upon its transfer onto caspase-3. Furthermore, the fact that 
lysine mutants and truncated caspase-7 proteins have similar enzymatic properties 
on the peptidic substrate compared to the WT enzyme argues against an allosteric 
model involving the NTD. Consequently, we conclude that the tetra-basic motif 
fulfills all of the requirements of an exosite. This discovery gives credence to a 
recent study in which it was demonstrated that caspases could not reach 
proficiency solely by presenting a good cleavage motif (22). Indeed, engineering
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the best known cleavage motif (DEVD |G ) into a flexible loop in the small subunit of 
E. coli carA protein resulted in a cleavage efficiency by caspase-3 of -5  x 104 M‘V  
1, which is lower than the cleavage rate observed for PARP with caspase-7, an 
intrinsically less active enzyme. By comparing the pool of evolutionary unrelated 
substrates found in the above-mentioned study with the higher cleavage rates of 
some natural caspase substrates, the authors concluded that caspases likely use 
exosites to increase catalysis. Another important finding of our study is that the 
exosite works best if the N-peptide of caspase-7 is removed. During apoptosis, this 
short 23-amino acid segment is clipped by caspase-3 prior to caspase-7 activation 
by the initiators, at least in some cells (31), although the involvement of other 
caspases have not been completely ruled out. We favor a simple model in which 
the highly acidic N-peptide (9 Asp/Glu residues, no Arg/Lys) shields the basic 
exosite until it is cleaved.
Caspase-7 mutants with altered activity toward p23, yet presenting opposite 
or unchanged activity on the peptidic substrate, provide an important structural 
constraint on the positioning of the substrate to the enzyme. In our model (Fig. 
5D), the core of the substrate sits in close proximity to the back of the P4 substrate 
binding pocket. A second constraint is the requirement for the cleavage site to sit in 
the substrate-binding pocket. In the case of p23, the length of the C-terminal region 
spans 49 residues and is unstructured, (33) which theoretically allows it to reach 
either catalytic center. However, in the model we proposed, the C-terminal binds 
the closest active site. This arrangement is analogous to the binding of XIAP to 
caspase-3 (34), with the second baculovirus inhibitory repeat (BIR2) positioning 
itself behind the catalytic site and extending its N-terminus over the catalytic cleft, 
but in a reverse orientation in this particular case. Probably the most interesting 
feature of our model is that it raises the possibility of a crossed substrate 
presentation, i.e., the NTD of one catalytic unit provides the exosite for the 
substrate cleaved by the other catalytic unit within a dimer (Fig. 5D). However, the 
segment following the basic motif also allows all interactions to take place on the 
same catalytic unit (direct substrate presentation). It is not certain that the model 
we have just outlined applies to PARP because this protein has six independently 
folded domains [reviewed in (35)], thus offering several surfaces for exosite 
binding. Furthermore, Germain et al. demonstrated that caspase-7, but not 
caspase-3, has affinity for the polyanionic ADP-ribose polymer (PAR) synthetized 
by PARP as part of its auto-modification activity (17). The protocol we used to 
extract PARP was not designed to preferentially select modified or unmodified 
PARP, but may have a bias toward a particular form. We did not use inhibitors of 
PAR formation and PAR glycohydrolase, and the protocol does not explicitly 
preserve the energy required for PAR synthesis. Consequently, we favor a model 
of interaction with PARP itself and not PAR. This is further supported by the ability 
of the exosite to promote p23 proteolysis, which is not modified, but we cannot rule 
out an important contribution by PAR to the interaction. Another difference may 
come from the screening of the caspase-7 mutant library with PARP that did not 
result in the identification of any determinant other than the NTD, although the 
strong interaction with the NTD could have masked other determinants. If the
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proposed model for p23 interaction also holds for PARP, the exosite would bind to 
the second zinc-finger domain, which precedes the cleavage site.
The interaction of the NTD with p23 is not as strong as it is with PARP. The 
reason for this is unknown, but it is tempting to speculate that the additional 
interactions provided by the residues we identified on the catalytic domain of 
caspase-7 also contribute to p23 cleavage efficiency, thus removing the 
requirement for strong binding to the NTD. Furthermore, we estimated that p23 is 
cleaved at least 100 times more slowly than PARP, which cast some doubt on the 
relevance of its cleavage during apoptosis, at least in the early phase. The simplest 
answer to explain the large difference in proteolysis rates of PARP and p23 
probably resides in the more efficient exosite for PARP (this study) compounded 
with the favorable aspartate residue at the P4 position of the cleavage site 
compared to a proline in p23 (7). Other determinants such as secondary and 
tertiary structures surrounding the cleavage site may also contribute to the 
difference observed. The p23 promotes ATP hydrolysis and may also specify the 
client protein repertoire of Hsp90, thus potentially affecting the many activities 
performed by this system. Furthermore, if many of the roles performed by its yeast 
ortholog Sba1 are conserved in humans, p23 would play a pivotal role in DNA 
repair, which is reminiscent of the crucial role of PARP in genome maintenance. 
Consequently, its proteolysis could have widespread consequences on cellular 
functions.
Our findings raise the attractive possibility that caspases could use different 
exosites to achieve their apoptotic and non-apoptotic functions. This multiplicity of 
exosites is not unheard of, as some proteases, such as thrombin, use many 
exosites to bind different substrates and inhibitors. It is likely that other caspases 
have evolved different exosites to achieve proficiency in their roles during 
apoptosis and the ever-growing list of non-apoptotic roles of these enzymes.
Materials and Methods
Plasmids. For mammalian cell expression, caspases were expressed with a C- 
terminal Flag epitope using the pcDNA3 plasmid. The various mutants were 
generated using standard PCR techniques. A short hairpin RNA construct in 




agcttaaaaaAGACCGGT CÇT CGTTT GTAtctcttgaaT ACAAAÇGAGGACCGGT CTGG 
G-3’ (capital letters denote the interfering sequence). Caspase-7 resistance to the 
shRNA was provided by silent mutations of the recognized sequence (underlined 
nucleotides).
Cell culture and transfection. AD-293 cells were transfected using Lipofectamine 
2000 reagent. High-level expression was achieved using 2-4 pg (35/60-mm dishes) 
of plasmid DNA, whereas lower levels were obtained using 0.25-0.5 pg of the 
caspase DNA and empty plasmid to 3-4 pg.
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Caspase expression, purification and characterization. Recombinant caspase 
proteins were expressed as C-terminal His6-tagged proteins in the bacteria and 
purified using immobilized metal affinity chromatography (IMAC) (26). All enzymes 
were active site-titrated using the irreversible inhibitor Z-VAD-fmk. The kinetic 
parameters ( k cat and K m ) were determined using the fluorogenic substrate 
AcDEVD-Afc (36).
Cleavage assays. Cellular extracts containing PARP, ICAD or p23 were prepared 
from clonal MCF-7 cells stably expressing an anti-caspase-7 shRNA (see above) 
to reduce potential interference by endogenous executioner caspases. Cells were 
grown to confluence, washed, and harvested in PBS/EDTA/EGTA. Extracts were 
prepared in ice-cold buffer [50 mM HEPES (pH 7.4), 150 mM NaCI, 1% NP-40] and 
incubated on ice for 30 min. The soluble material (detergent extract) was recovered 
by centrifugation at 7,000 x g for 10 min and kept at -80°C in small aliquots. A 20- 
to 30-pl reaction mixture containing detergent extract (1.5-3.5 mg ml'1) was used 
with 0.5-1.0 nM active-site-titrated protease in caspase buffer at 37°C for 30-60 
min. Assays that used recombinant caspase-9 or p35-C2A were performed 
similarly by substituting the extracts with purified proteins.
GST (glutathione-S-transferase) pull-down assay. Residues 24-62 from 
caspase-7 were expressed in E. coli as a GST-fusion protein, and purified using 
glutathione resin. Pull-down assays were performed in caspase buffer containing 2 
mM DTT [supplemented with the general protease inhibitors and 10 pM AcDEVD- 
CHO] using ~10 pg (~3 nmoles) of bound protein, 15 pi of resin and 200 pg of 
MCF-7shr detergent extract (1 pg ml'1) overnight at 4°C. Post-pull-down 
supernatant and bound proteins were analyzed by immunoblotting.
Hypotonic extracts. Extracts from transfected 293sh7 cells were prepared as 
described elsewhere (3). Caspases activation was programmed by the addition of 
1 pM horse cytc and 1 mM dATP to 40 pi of extracts and 20 pi of extracts as a 
source of PARP. Ectopically expressed caspase-7 levels were adjusted using 
extracts from empty plasmid-transfected cells.
Recombinant p23 and fluorescein labeling. The p23 cDNA was cloned from a 
human fetal brain cDNA library, expressed using the pGEX system. Proteins were 
cleaved with thrombin. The free amines in p23 were trace labeled using NHS- 
fluorescein in a 2:1 fluorescein:p23 molar ratio. Unreacted labeling reagent and 
buffer were removed using a 3,000 molecular weight cut-off spin filter.
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Supporting information
Detailed Materials and Methods
Reagents. Specialized chemicals were obtained from the following sources: G418, 
isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside (IPTG) and cell culture media from WISENT 
Inc. (Montréal QC, Canada); GelCode blue stain and A/-hydroxy-succinimidyl 
(NHS)-fluorescein from Thermo Sci. (Rockford IL, USA); glutathione and chelating 
sepharose 4B fast flow resins from GE Healthcare (Baie d’Urfe QC, Canada); Trail 
from Enzo Life Sciences (Plymouth Meeting PA, USA); Tropix l-BLOCK from Life 
Technologies (Carlsbad CA, USA); and thrombin, streptavidin-HRP, dATP, 
digitonin, horse cytochrome c and general protease inhibitors from Sigma-Aldrich 
(St-Louis Ml, USA). Caspase inhibitors and caspase substrates were obtained from 
BioMol (Farmingdale NY, USA). Other chemicals and molecular biology reagents 
and enzymes were obtained from general sources.
Plasmids. Human caspase-7 (GenBank acc. no. NM_001227) and human 
caspase-3 (GenBank acc. no. NM_032991.2) cDNAs were used for all constructs. 
All recombinant caspase proteins were expressed using the pET-23b(+) (Novagen) 
plasmid as previously described. (1) For mammalian cell expression, all caspase-7 
and caspase-3 proteins were expressed using a modified pcDNA3 plasmid that 
allowed fusion of the cDNA to a sequence encoding a Flag epitope following an 
Xho\ restriction site. Consequently, all expressed proteins contain a C-terminal 
ELDYKDDDDK sequence and have the native or engineered N-terminus.
Truncation mutants for mammalian expression were generated using 
standard PCR and an oligonucleotide encoding a Kozak sequence and a 3’ 
reverse primer. All other mutants were generated by overlapping PCR with a pair 
of oligonucleotides containing the appropriate substitutions and outside primers. 
Caspase-3/caspase-7 chimeras were obtained by overlapping PCR with 
oligonucleotides encompassing the chimeric DNA sequence and outside primers. 
Oligonucleotide sequences are available upon request.
The p23 cDNA was cloned from a human fetal brain cDNA library using a 
pair of oligonucleotides that inserted a 5' BamH\ restriction site and a 3’ Xho\ site. 
The amplified cDNA was subcloned into the same sites of the pGEX-KG plasmid 
for bacterial expression.






GGG-3’ (capital letters denote the interfering sequence). Both primers (20 pM 
each) were annealed in annealing buffer [30 mM HEPES-KOH (pH 7.4), 100 mM 
potassium acetate, 2 mM magnesium acetate] and ligated into the Bg/ll-H/ncflll 
sites of pSuper. (2) Caspase-7 resistance to RNA interference was provided by the 
silent mutations of 3 nucleotides within the recognition motif of the mature RNAi 
(underlined in the above sequence).
Cell culture and transfection. AD-293 (human embryonic kidney cells; Invitrogen 
caspase, USA) cells were grown in DMEM medium supplemented with 10% v/v 
FBS, 2 mM L-glutamine and penicillin/streptomycin. Every three days, the cells 
were either split or provided with fresh medium. MCF-7 cells (human mammary 
gland adenocarcinoma pleural effusion; ATCC), which do not express caspase-3, 
were propagated in EMEM medium supplemented as described for 293Ad cells. 
MCF-7 stable cells were established by selecting transfected cells for 14 days 
using 0.5 mg ml"1 G418. Clonal cell lines were obtained from the stable population 
using cloning rings or 96-well plate seeding (9-11 cells ml'1, 0.1 ml per well). Cells 
were expanded in the appropriate medium and caspase-7 levels were 
characterized by immunoblotting.
Cells were transfected with the indicated plasmids using Lipofectamine 2000 
reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. High-level 
expression was achieved using 2 (6-well plates) or 3-4 (6-cm dishes) pg of plasmid 
DNA. Lower levels of expression were obtained using 0.25-0.5 pg of the caspase 
plasmid DNA and empty plasmid (3-4 pg final quantities). Cells and debris were 
harvested at 24 h or the indicated time later in PBS with 1 mM EDTA/EGTA, 
pelleted by centrifugation, washed in PBS and kept frozen at -80°C in 10 pi of PBS 
to facilitate the lysis step. We routinely obtained >80% transfection efficiency 
based on a p-galactosidase assay.
Caspases were labeled in intact cells with 20 pM biotinyl-VAD-fmk in culture 
media for 1 h at 37°C. Then, cells were harvested and kept as described above.
Caspase expression, purification and characterization. Recombinant caspases 
were expressed as C-terminal His6-tagged proteins in the BL21(DE3)pLysS 
Escherichia coli strain (Novagen) in 2xYT medium containing 100 pg ml"1 ampicillin 
at 30°C for 5-20 h to obtain a fully processed active protein. Proteins were purified 
using immobilized metal affinity chromatography (IMAC) as described elsewhere. 
With the exception of the caspase-7 5A4 alanine mutant and the casp3:casp7 
chimera, for which protein concentrations were estimated based on 80% of the 
absorbance at 280 nm, all enzymes were active site-titrated using the irreversible 
inhibitor Z-VAD-fmk as described. The kinetic parameters (kcat, KM and kcat/l<M) 
were determined by nonlinear regression using the Michaelis-Menten equation on 
the velocity data obtained in caspase buffer [10 mM PIPES (pH 7.4), 100 mM
83
NaCI, 10% sucrose, 0.1% CHAPS, 1 mM EDTA and 10 mM dithiothreitol] using a 
substrate concentration range of 0-300 pM AcDEVD-Afc.
PARP cleavage assays. Cellular extracts containing PARP were prepared from 
clonal MCF-7 cells stably expressing an anti-caspase-7 shRNA (see above) to 
reduce potential interference by endogenous executioner caspases. Cells were 
grown to confluence, washed with PBS (10 mM Na2HP04, 1.76 mM KH2 PO4 , 137 
mM NaCI, 2.7 mM KCI), harvested in PBS containing 1 mM EDTA and EGTA and 
recovered by low speed centrifugation. The following protocol was adapted from 
published work (3), and is described for a 150-mm plate. We routinely prepared 
extracts from 8 150-mm plates. The cell pellet was resuspended in 0.2 ml of ice- 
cold solution 1 [50 mM HEPES (pH 7.4), 150 mM NaCI and 25 pg ml'1 digitonin] 
and incubated on ice for 10 min. After centrifugation at 2,000 x g, the pellet was 
resuspended by vigorous mixing in 0.2 ml of ice-cold solution 2 [50 mM HEPES 
(pH 7.4), 150 mM NaCI, 1% NP-40] and incubated on ice for 30 min. The soluble 
material (detergent extract) was recovered by centrifugation at 7,000 x g for 10 min 
and kept at -80°C in small aliquots. The general non-caspase protease inhibitors (1 
mM 1,10-ortho-phenanthroline, 10 pM E-64, 10 pM leupeptin, 10 pM 3,4- 
dichloroisocoumarin, 1pM MG-132) were added to all buffers. The PARP cleavage 
assay was then performed as follows. Unless otherwise mentioned, a 20- to 30-pl 
reaction mixture containing detergent extract (1.5-3.5 mg ml'1) was used with 0.5- 
1.0 nM active-site-titrated protease in caspase buffer at 37°C for 30-60 min.
Assays that used recombinant caspase-9 or p35-C2A were performed 
similarly by substituting the extracts with purified proteins. Proteins were TCA- 
precipitated and analyzed by SDS-PAGE. Flag-tagged PARP protein was 
produced in AD-293sh7 cells by transfection. PARP was recovered by 
immunoprécipitation using the M2 anti-flag antibody, protein A/G beads and eluted 
using 100 pg/ml'1 flag peptide. Proteins were dialyzed to remove excess flag 
peptide.
PARP hydrolysis rate were estimated using the relation p = 1-ekEt which 
correlates the proportion of substrate cleaved to enzyme concentration (£), time (t) 
and cleavage rate (k). Importantly, the same extracts preparation containing PARP 
was used for all determinations, which allows relative comparison.
GST (glutathione-S-transferase) pull-down assay. Residues 24-62 from WT 
caspase-7 were expressed in BL21(DE3) E. coli as a GST-fusion protein using the 
pGEX-KG system. Proteins were purified using glutathione resin in PBS containing 
1% Triton X-100. Pull-down assays were performed in caspase buffer containing 2 
mM DTT [supplemented with the general protease inhibitors listed above and 10 
pM AcDEVD-CHO] using ~10 pg (~3 nmoles) of bound protein, 15 pi of resin and 
200 pg of MCF-7sh7 detergent extract (1 pg ml'1) overnight at 4°C. The resin was 
washed 3 times with caspase buffer, and the proteins were analyzed by 
immunoblotting. The post-pull-down supernatant was also analyzed to estimate the 
pull-down efficacy.
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Hypotonie extracts. Extracts from transfected AD-293sh7 cells were prepared as 
described elsewhere (4) in a PIPES buffer [20 mM PIPES (pH 7.4), 20 mM KCI, 5 
mM EDTA, 2 mM MgCh and 2 mM dithiothreitol]. Caspases activation was 
programmed by the addition of 1 pM horse cytochrome c  and 1 mM dATP to 40 pi 
of extracts and 20 pi of dialyzed (8,000 molecular weight cut-off membrane; 
Spectrum Lab. Inc, Rancho Dominguez CA, USA) detergent extracts as a source 
of PARP. Ectopically expressed caspase-7 levels were adjusted using extracts 
from empty plasmid-transfected cells. Caspase-3 and -7 activity was measured 
using 200 pM of the chromogenic substrate Ac-DEVD-pNA.
Recombinant p23 and fluorescein labeling. Full-length p23 was expressed in 
BL21(DE3) E. coli as a GST fusion protein using the pGEX-4T-1 system (GE 
Healthcare). Proteins were purified in PBS containing 1% Triton X-100 using 
glutathione resin, washed with PBS and cleaved with thrombin (10 U per ml of 
resin) at 4°C for 16 h. The free amines in purified p23 were trace labeled using 
NHS-fluorescein in a 2:1 fluorescein:p23 molar ratio. Unreacted labeling reagent 
and buffer were removed using a 3,000 molecular weight cut-off Amicon Ultra spin 
filter (Millipore).
SDS-PAGE and immunoblotting. Cell extracts were prepared by boiling PBS- 
washed cells for 10 min in 50 mM Tris (pH 7.4), 4 M urea and 1% SDS. Clarified 
lysates were resolved on continuous SDS polyacrylamide gels using the ammediol 
buffer system and transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane in 10 
mM CAPS (pH 11) and 10% methanol at constant current (0.4 A for 40-60 min). 
The ensuing blots were processed for immunoblotting with the indicated antibodies 
and the corresponding HRP-conjugated secondary antibodies (1:7,500; GE 
Healthcare) and Luminata Crescendo Western HRP substrate (Millipore). The 
chemiluminescence was monitored using a VersaDoc 4000MP imaging system 
(BioRad), and the quantification analyses were performed on the non-saturated 
raw images using the QuantiOne software (BioRad). The following primary 
antibodies were used: caspase-7 (1:1,1500; 9492; Cell Signaling Technologies), 
M2 anti-Flag (0.5 pg ml'1; F-3165; Sigma-Aldrich); Hsp90 (0.025 pg ml'1; 610419; 
BD Transduction Lab.), ICAD (0.17 pg ml'1; PX023A; Cell Sciences); p23 (1:2,000; 
MA3-414; Thermo Scientific); and PARP [(C-terminus; 1:7,500; 556362; BD 
Pharmingen) or (N-terminus; 1:7,500; ALX-804-211; Enzo Life Sci.)]. To detect 
biotinylated proteins, samples were prepared, resolved on SDS-PAGE and 
transferred onto PVDF membrane as described above, membranes were blocked 
using 0.2% Tropix l-BLOCK in PBS and revealed using streptavidin-HRP (0.2 pg 
ml'1) and HRP substrate as above. Broad Range or dual color Precision Plus 
protein standards were used.
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Fig. S1. Short hairpin RNA-mediated repression of caspase-7 expression in clonal 
MCF-7 and AD-293 cells. (A) Clonal MCF-7 cell lines were generated using empty 
pSuper (clones B8 or B3) or pSuper containing a short hairpin RNA against 
caspase-7 (other clones) as described in Materials and methods. Clones were 
analyzed by immunoblotting with anti-caspase-7 and anti-hsp90 antibodies. 
Caspase-7 expression repression was normalized with the control proteins and 
compared to the parental cells. Clone C8 was chosen to prepare cellular extracts. 
(B) Clonal AD-293 cell lines were generated using empty pSuper (first lane) or 
pSuper containing the same short hairpin RNA as in (A). Clones were analyzed as 
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Fig. S2. Quantification of PARP proteolysis from key panels of Fig. 2 and Fig. 3. 
Results from Fig. 2B,D,F and Fig. 3A,B,C,D from the main document were further 
analyzed to determine the percentage of PARP proteolysis. The intensity of the 
116-kDa band was quantified using Quantity One software (BioRad) from non 
saturated exposure acquired on a VersaDoc 4000MP imager. Values are 
percentages of cleavage compared to the untreated sample figuring on each blots. 
Blots are labeled as in the manuscript.
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chimeric caspases. The indicated caspase were analyzed on poly-acrylamide gel 
and visualized using GelCode blue staining reagent. Schematics of proteins 
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Fig. S4. Caspase-3 or -7’s NTD does not confer preference for ICAD cleavage. 
Detergent extracts were incubated for 15 min in the presence of 10 nM of the 
indicated caspase in caspase buffer, and then analyzed by immunoblotting using 
an anti-ICAD antibody. The asterisk indicates a non-specific band recognized by 
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Fig. S5. Caspase 7’s NTD binds PARP. Ten pg of GST, GST-NTD or GST- 
N T D aaaa on beads were incubated with 200 pg (1 mg ml'1) of MCF-7sh7 extract for 
16 h at 4°C. Pull-down proteins (top) and equal proportion of post pull-down 
supernatant (middle) were analyzed by immunoblotting with the indicated 
antibodies. Blots were quantified to determine pull-down and depletion efficacy and 
are presented as percentage of total PARP protein used in each samples. SDS- 
PAGE analysis of GST proteins is presented (bottom).
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Fig. S6. Labeling of caspase-7 and caspase-7AAAA in intact cells. Twenty-four hours 
post-transfection, cells as in Fig. AA were incubated for 1 h with 20 pM of the cell 
permeable biotinyl-VAD-fmk irreversible caspase inhibitor. Extracts were prepared 
and analyzed by immunoblot using an anti-PARP antibody or using streptavidin- 
HRP to revealed biotinylated (active) caspase-7 (bioblot). Closed arrowhead, full- 






Fig. S7. FITC-labeled and unlabeled p23 are cleaved as efficiently by caspase-7. 
Unlabeled or fluorescein labeled purified recombinant p23 (50 nM) was incubated 
for 30 min with 2-fold serial dilution of recombinant caspase-7 in caspase buffer 
starting at a caspase concentration of 40 nM. Samples were analyzed by 
fluorescence imaging (top) or immunoblotting (bottom ) using an anti-p23 antibody. 
It is noted that no more than a 2-fold difference in cleavage efficiency was 
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Fig. S8. Rational design of the caspase-7:caspase-3 mutant library. Alignment of 
caspase-7 and caspase-3 primary sequence. Boxed residues correspond to 
mutants in which amino acids from caspase-3 were substituted in caspase-7. 
Italicized and underlined residues were not mutated because they are buried into 
the structure. The catalytic cysteine and histidine along with the methionine 62, 
which was used to create chimeric caspases, and methionine 45 are indicated. The 
N-terminal residue of the mature form of each caspases resulting from the removal 
of the N-peptide is circled. A red box indicates the tetrabasic patch. The linker that 
separates the large and small subunit is shadowed and was left unchanged.
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Table SI Kinetic parameters on AcDEVD-Afc substrate of wild-type and mutant 
caspases used in this study.
Caspases Km(pM)
+ kcat (S  ) + frca /K m ( S 1M -1)
+
WT and chimeric caspases
Caspase-71 31.9 4.6 3.4 0.2 1.1 X 05 0.2 x 105
Caspase-3 1 8.8 2.3 5.2 0.4 5.9 x 05 2.0 x 105
Casp3:casp7 1 21.8 4.3 7.8 0.5 3.6 x 05 0.9 x 105
Casp7:casp3 1 12.5 2.3 9.3 0.5 7.4 x 05 1.7 x 105
Caspase-7 2 3.9
(AcPEVD-Afc)
Caspase-3 95.1 7.7 0.2 0.0 1.9 x 0J 1.6 x 10
(AcPEVD-Afc) 
Deletion mutants
M23 3 68.3 3.8 9.5 0.2 1.4 x 05 n/a
M28 40.8 8.4 14.7 1.2 3.5 x 05 1.1 x 105
M32 32.2 2.2 5.1 0.1 1.6 x 05 1.4 x 104
M36 51.1 3.7 5.6 0.2 1.1 X 05 1.2 x 104
M40 26.2 2.0 6.0 0.2 2.3 x 05 2.5 x 104
M45 1 20.6 4.4 2.8 0.2 1.3 x 05 0.4 x 105
Tetra-alanine mutants
1A4 39.8 3.1 3.5 0.1 8.8 x O4 1.0 x 104
2A4 29.7 3.3 3.5 0.1 1.2 x o 5 1.6 x 104
3A4 24.2 2.9 5.6 0.2 2.3 x o 5 3.6 x 104
4A4 22.3 1.0 4.7 0.1 2.1 x o 5 1.4 x 104
5A4 36.8 1.6 6.65 0.1 1.8 x o 5 1.0 x 104
Single alanine mutants
D23A3 68.7 4.5 9.5 0.2 1.4 x o 5 n/a
S37A 37.5 2.4 4.4 0.1 1.2 x o 5 1.0 x 104
K38A 35.7 1.4 4.3 0.1 1.2 x o 5 0.7 x 104
K39A 36.6 1.5 3.9 0.1 1.1 X o 5 6.7 x 103
K40A 29.8 1.6 2.9 0.1 9.7 x o 4 6.8 x 103
K41A 47.8 2.9 4.1 0.1 8.6 x o 4 7.0 x 103
KKKK mutants
AAAA 31.3 2.0 6.1 0.1 2.0 x o 5 5.2 x 104
KAAK 41.1 2.5 8.9 0.2 2.2 x o 5 7.7 x 103
KEEK 13.5 0.9 6.2 0.1 4.6 x o 5 3.8 x 104
KEKK 25.1 1.1 4.6 0.1 1.8 x o 5 1.1 x 104
Library
Mutant 1 36.6 3.6 1.2 0.1 3.4 x o 4 4.7 x 103
Mutant 2 41.8 1.7 1.1 0.0 2.6 x o 4 1.4 x 103
Mutant 3 31.6 1.6 2.3 0.0 7.2 x o 4 5.0 x 103
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Mutant 4 81.8 7.0 4.6 0.2 5.6 x O4 6.8 x 03
Mutant 5 35.9 1.9 4.1 0.1 1.2 x 05 8.4 x 03
Mutant 6 81.2 8.1 13.4 0.1 1.7 x 05 3.0 x O4
Mutant 7 32.0 4.4 1.3 0.1 4.0 x O4 7.4 x o3
Mutant 8 no detectable activity
Mutant 9 29.5 1.4 2.4 0.1 8.3 x O4 5.3 x o3
Mutant 10 39.8 1.6 3.6 0.1 9.1 x 04 5.1 x o3
Mutant 11 30.2 2.3 3.3 0.1 1.1 X 05 1.1 X o4
Mutant 12 31.7 2.3 3.1 0.1 9.9 x O4 9.5 x o3
Mutant 13 22.4 1.7 2.9 0.1 1.3 x o5 1.0 x o4
Mutant 14 31.1 1.8 2.8 0.1 8.8 x o4 6.8 x o3
Mutant 15 29.3 1.1 3.5 0.1 1.2 x o5 6.0 x o3
Mutant 16 31.7 4.4 2.6 0.1 8.2 x o4 1.5 x o4
Mutant 17 37.7 2.6 0.7 0.0 2.0 x o4 1.8 x o3
Mutant 18 76.4 5.4 1.7 0.1 2.2 x o4 2.2 x o3
Mutant 19 22.8 1.3 6.9 0.1 3.0 x o5 2.3 x o4
Mutant 20 26.8 3.2 1.9 0.1 7.2 x o4 1.1 X o4
Mutant 21 39.6 2.6 2.8 0.1 7.1 x o4 6.2 x o3
Mutant 22 45.8 2.9 3.4 0.1 7.5 x o4 6.4 x o3
Mutant 23 12.2 1.0 2.1 0.0 1.7 x o5 1.7 x o4
Mutant 24 54.7 6.2 1.7 0.1 3.1 x o4 5.0 x o3
Mutant 25 51.6 4.1 3.6 0.1 6.9 x o4 8.2 x o3
Mutant 26 90.9 6.5 1.4 0.1 1.5 x o4 1.6 x o3
Mutant 27 18.2 0.8 8.5 0.1 4.6 x o5 2.6 x o4
Mutant 28 47.5 3.4 2.3 0.1 4.8 x o4 4.8 x o3
Mutant 29 10.6 1.1 3.7 0.1 3.5 x o5 4.6 x o4
1: Kinetic parameters were compiled from at least 3 independent determinations 
and standard errors are reported.
2: Kinetic parameters were obtained in pseudo-first order conditions because the 
Km is > 100 pM.
3: Taken from Denault, J.-B. & Salvesen, G.S. (2003) Human Caspase-7 Activity 
and Regulation by Its N-terminal Peptide. J Biol Chem  278, 34042-50. n/a, not 
available.
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D i s c u s s i o n
Mes travaux ont permis d'étudier deux aspects différents de la caspase 7 : l'activation de la 
caspase 7 et sa spécificité de substrats. Partant du fait que la caspase 7 est elle-même un 
substrat apoptotique. ces deux événements sont reliés. Les caspases initiatrices vont 
reconnaitre des déterminants précis sur la caspase 7 pour la cliver efficacement et L activer. 
Ces motifs reconnus résident dans la séquence primaire des sites de clivage de la caspase 7 
tel que présenté dans le premier article de cette thèse (Boucher, Biais et al. 2011 ). Une fois 
activée, la caspase 7 va reconnaitre ses substrats via un motif de clivage particulier -  
séquence primaire en acide aminé du substrat -  mais également via des éléments externes 
au site de clivage, les exosites, tel que démontré dans le second article présenté dans cette 
thèse (Boucher, Biais et al. 2012).
9.1 Mécanisme d’activation de la caspase 7
Afin de contrôler leur activité, l’activation des caspases est régulée de plusieurs manières 
(Boatright and Salvesen 2003). Les caspases initiatrices et inflammatoires, initialement 
monomériques, sont activées par dimérisation au niveau de plateformes protéiques (Mace 
and Riedl 2010). C’est l’assemblage de ces plateformes qui est l’élément clé de leur 
activation. Les caspases initiatrices possèdent une activité protéolytique sous la forme 
dimériques zymogènes, c’est-à-dire avant le clivage du CID (Renatus. Stennicke et al. 
2001; Boatright. Renatus et al. 2003). Cette activité catalytique est nécessaire puisque les 
caspases initiatrices sont situées en amont de la cascade apoptotique. De fait, elles doivent 
être capables de se cliver et subséquemment de cliver leurs substrats (p.ex., les caspases 
exécutrices) pour permettre à la cascade apoptotique de s’enclencher (Taylor, Cullen et al.
2008). Bien que le clivage du CID de la caspase 9 ne soit pas nécessaire (Renatus, 
Stennicke et al. 2001; Malladi. Challa-Malladi et al. 2009), celui de la caspase 8 est requis 
pour la stabilisation de la forme active et l’exécution adéquate de Tapoptose (Pop, 
Fitzgerald et al. 2007; Oberst, Pop et al. 2010). La forme clivée de la caspase 9 possède une 
affinité moindre pour l’apoptosome et n’est possiblement pas la forme majeure qui clive les 
caspases 3 et 7 (Malladi. Challa-Malladi et al. 2009) (Riedl and Salvesen 2007). De 
manière générale cependant, la dimérisation est l’élément clé de l’activation des caspases
initiatrices. En revanche, les caspases exécutrices sont déjà dimériques mais inactives sous 
leur forme zymogène (Pop. Feeney et al. 2003). Pour être activées, elles sont clivées au 
niveau de deux sites du CID par diverses protéases (Zhou and Salvesen 1997; Yang, 
Stennicke et al. 1998; Fuentes-Prior and Salvesen 2004).
Dans les travaux présentés, nous avons principalement étudié le CID de la caspase 7. Ce 
dernier possède les qualités requises (flexibilité, accessibilité) pour permettre sa protéolyse 
par les protéases initiatrices et la caspase 1 inflammatoire. Selon les données 
cristallographiques disponibles (Chai, Wu et al. 2001; Riedl, Fuentes-Prior et al. 2001), le 
CID est une boucle très flexible qui adopte deux types de conformations dans la forme 
zymogène de la caspase 7 : il peut être inséré dans la cavité centrale de la caspase ou dans 
une conformation étendue à l'extérieur de celle-ci (figure 4). Les deux sites de clivage du 
CID sont accessibles, exposés au solvant et reconnus par les caspases initiatrices (8, 9 et 
10) (Stennicke and Salvesen 1999), granzyme B (Yang, Stennicke et al. 1998), la caspase 1 
(Lamkanfi, Kanneganti et al. 2008) et d’autres protéases (Zhou and Salvesen 1997). Le site 
1 (I195QAD*S) est toujours clivé avant le site 2 (N203DTD*A) autant in cellulo que lors de 
son autoactivation par surexpression dans E. coli. Par conséquent, l ’absence de clivage au 
site 1 résulte normalement en une absence du clivage au second site. In cellulo, le clivage 
du second site n’est généralement observé que dans le cas d’une forte induction de 
l’apoptose (Denault and Salvesen 2003). Lorsqu’on analyse les séquences préférées des 
caspases initiatrices (Thomberry. Rano et al. 1997; Stennicke, Renatus et al. 2000), on 
constate que le CID de la caspase 7 n’est pas optimal pour son clivage par ces dernières. En 
utilisant la nomenclature proposée par Schechter-Berger (Schechter and Berger 1967), la 
caspase 8 préfère la séquence (I/L)ETD (P4-P1) alors que la caspase 9 préfère la séquence 
(I/L)EHD. En conséquence, il est également logique que le clivage du premier site soit 
préféré au second site du CID de la caspase 7, la séquence N203DTD*A (site 2) étant clivée 
moins efficacement par les initiatrices dans les librairies peptidiques que la séquence 
I I95QAD*S (site 1). En effet, les données obtenues sur des librairies combinatoires de 
peptides fluorogéniques suggèrent qu’un site de clivage possédant une asparagine (N) en 
position P4 est clivé environ 15 fois mois bien qu’un résidu aspartate (D) (Thomberry, 
Rano et al. 1997). Par contre, les données de ces études doivent être utilisées avec prudence 
car elles ne reflètent pas nécessairement la structure globale des sites reconnus sur les
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substrats physiologiques des caspases. De plus, celles-ci ne nous permettent pas d'évaluer 
l'impact de la localisation du site de clivage utilisé par les caspases initiatrices et de 
distinguer ce facteur de la structure primaire. A cette fin. la séquence du CID a été modifiée 
au niveau des deux sites de clivage par les séquences favorites reconnues respectivement 
par les caspases 8 et 9, soient: I ,95QAD*S -* L I95ETD/L,95EHD*S ou N203DTD*A 
L203ETD/L203EHD*A. Les essais de clivage effectués suggèrent qu'il est effectivement 
possible d'améliorer le clivage de la caspase 7 au niveau des sites 1 et 2 du CID en 
changeant ces sites. Cependant, pour une séquence primaire donnée (LEHD ou LETD). nos 
résultats suggèrent que le site 1 est toujours clivé plus efficacement que le site 2, ce qui 
souligne le fait que le site 1 est probablement plus facilement accessible aux caspases 
initiatrices. Le second site de clivage serait donc moins prisé par les caspases initiatrices 
puisque la séquence primaire et sa localisation dans le CID sont moins favorables. La 
localisation du site de clivage est donc importante pour l’activation adéquate des caspases. 
Cependant, l’on peut noter que l'effet de l’amélioration de la séquence primaire est 
davantage marqué au niveau du second site que du premier site, le clivage au premier site 
étant peu amélioré par rapport au second (égal ou amélioré par moins de 2 fois) lorsque l'on 
modifie sa séquence. Cela suggère que le site 1 est optimal ou presque pour son activation 
par les caspases initiatrices. De manière intéressante, l’ajout du site de clivage favori de la 
caspase 8 au site 2 rend le second site aussi efficace que le site 1 de type sauvage. Ce n ’est 
cependant pas le cas pour la caspase 9.
Des essais apoptotique en cellules ont également été réalisés et suggèrent que bien que le 
site 1 de la caspase 7 soit optimal, le second site peut être amélioré lors de l'activation par 
la caspase 9 utilisant la voie intrinsèque. Alors que la caspase 9 ne clive pas en temps 
normal le site 2, la mutation de cette séquence pour LEHD permet d’activer la caspase 7 à 
ce site. Cette activation est cependant beaucoup moins importante que celle observée lors 
du clivage au site 1, confirmant ainsi nos données in vitro. Lorsque l’apoptose est activée 
par la voie extrinsèque via un ligand de mort (ici TRAIL), l’amélioration des sites 1 et 2 est 
davantage importante si on compare avec l’effet obtenu par les mutants activés par la 
caspase 9.
Les caspases initiatrices et granzyme B clivent les caspases 3 et 7 avec une efficacité qui 
est très similaire (Stennicke and Salvesen 1999; Pop, Oberst et al. 2011). La similarité des
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sites d'activation des caspases 3 et 7 (caspase 3. I I72ETD*S; caspase 7. I I9ÎQAD*S) et la 
présence des leurs sites de clivage dans des environnements similaires peut expliquer 
pourquoi ces caspases sont clivées aussi efficacement l'une que l'autre par ces protéases. 
La caspase 7 est également activée au site 1 de son CID par la caspase 1 (Lamkanfi, 
Kanneganti et al. 2008). Fait intéressant, la caspase 3 n'est pas activée par cette caspase. 
Pourtant, le site clivé de la caspase 7 n'est pas propice à la protéolyse par la caspase 1 si 
l'on considère le fait que celle-ci préfère des substrats possédant des résidus aromatiques en 
position P4. De plus, les sites 1 de clivage du CID des caspases 7 et 3 sont similaires et 
pourtant caspase 3 n'est pas clivée par la caspase 1. Par conséquent, il semble que des 
déterminants additionnels situés sur la caspase 7 soient requis pour son activation par 
certaines protéases comme la caspase 1.
Il est également possible que des déterminants additionnels (exosites) favorisent le 
positionnement des caspases 8 et 9 par rapport à la caspase 7. Cette hypothèse est d’ailleurs 
très intéressante dans le cas de la caspase 9 puisque l’effet de l’amélioration de la séquence 
primaire du site 1 est limité par rapport à celui de la caspase 8. La présence d’exosites 
favorisant l’efficacité de clivage de la caspase 7 par les caspases initiatrices expliquerait 
pourquoi la position du site de clivage est importante et pourquoi le clivage est efficace 
malgré une séquence primaire reconnue non optimale. De plus, dans le cas des caspases 
initiatrices, il est possible que ce site soit partagé par les caspases 3 et 7. Cela expliquerait 
pourquoi ces deux caspases sont activés avec une efficacité similaire par les caspases 
initiatrices (Stennicke and Salvesen 1999). Il est également possible que les plateformes 
d'activation des caspases 8 et 9 soient impliquées dans cette reconnaissance spécifique. La 
caspase 9 a plus d’affinité et d’activité catalytique pour la caspase 3 lorsqu’elle est liée à 
l’apoptosome que lorsque son activation est induite artificiellement par dimérisation (Yin, 
Park et al. 2006; Malladi, Challa-Malladi et al. 2009). Cette possibilité a d’ailleurs été 
suggérée par des études de modélisation moléculaire in sillico de l’apoptose qui ont 
montrées que des sites de liaisons de la caspase 3 se trouvent sur cette plateforme et 
améliorent l’efficacité d’activation de cette caspase exécutrice (Yuan, Yu et al. 2011). De 
plus, si l’on compare l'activité catalytique des caspases initiatrices sans leur complexe 
d’activation avec celle de granzyme B, elle est d'environ 5 à 10 fois inférieure. L’utilisation 
de ces plateformes ramène un niveau d'activation similaire à granzyme B (Denault, Békés
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et al. 2006; Malladi. Challa-Malladi et al. 2009). suggérant que les plateformes activatrices 
améliorent l'efficacité de clivage des caspases 3 et 7 par les caspases initiatrices soit en les 
disposant de manière à améliorer leur catalyse ou en participant à la reconnaissance des 
caspases. Peu de données sont présentement disponibles sur l'activation de la caspase 7 par 
la caspase 1 mais il est également possible que les inflammasomes (Schroder and Tschopp
2010) participent à la reconnaissance de la caspase 7 et à son clivage.
Dans les essais de clivage effectués, les mutants des caspases 8 et 9 utilisés ne contenaient 
généralement pas les domaines homotypiques DED ou CARD et ne sont donc pas activés 
par ces plateformes mais plutôt par la présence de sels kosmotropes. Or, Eefficacité 
protéolytique de ces caspases sur la caspase 7 est d'environ 10 fois inférieure lorsqu’utilisé 
dans ce tampon par rapport au tampon caspase traditionnel (Denault. Békés et al. 2006). 
Donc, les efficacités d’activation de nos mutants doivent être analysées avec précaution et 
ne reflètent possiblement pas les données exactes retrouvées dans la cellule. Dans ces 
essais, l’efficacité de clivage varie en fonction du système utilisé. Deux types d’essais ont 
été utilisés pour étudier l’activation de la caspase 7 par les caspases initiatrices et comparer 
les sites d’activation. Des essais de clivages sur gel, dans lesquels une forte concentration 
de la caspase 7 (2 pM) est incubée en présence de tampon haut sel ( 1 M citrate de sodium) 
et des essais d’activation dit indirect, qui mesure l’activation dans le temps de la caspase 7 
via son activité sur peptide fluorogénique en fonction de la concentration de cette dernière. 
L'avantage du dernier type d ’essais est que la concentration de substrat (caspase 7) clivé 
par les caspases initiatrices est davantage similaire à celle présente dans le cytosol de la 
cellule lors de l’apoptose (de 100 à 200 nM, selon le type cellulaire) (Walsh, Logue et al.
2011). Cependant, tel que discuté plus haut, les chiffres correspondants aux taux 
d’activation de la caspase 7 sont probablement inférieurs aux taux physiologiques réels. 
Toutefois, ces méthodes permettent de comparer l’activation de la caspase 7 à chacun des 
sites de clivages. De plus, il est également possible que la caspase 7 soit reconnue par les 
domaines homotypiques CARD et DED des caspases initiatrices et inflammatoires et que 
cela améliore son efficacité d’activation. Des mutants des caspases 8 et 9 qui ne 
contiennent pas ces domaines cliveraient moins efficacement la caspase 7. Cependant, il est 
important de noter que l’absence de ces domaines ne modifie par la spécificité primaire des 
caspases initiatrices (Boucher, Biais et al. 2011 ; Pop, Oberst et al. 2011).
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Par le clivage au site 1 ou au site 2 du CID. la caspase 7 est activée. Cependant, le clivage 
au premier ou au second site du CID ne semble pas affecter l'activité catalytique basale de 
la caspase 7. En effet, le clivage au second site seulement par la caspase 8 produit une 
caspase 7 parfaitement active et qui se comporte de manière classique. Le clivage à ce site 
n 'a cependant pas lieu dans un contexte physiologique (Denault. Békés et al. 2006). Les 
mutations effectuées pour améliorer le second site n'affectent pas non plus l'activité de la 
caspase 7. Ce n'est cependant pas le cas pour les mutants du site 1.
En effet, les mutations effectuées sur la séquence du site 1 de la caspase 7 soulignent 
l'importance de la structure primaire de ce site pour l'activité basale de cette caspase. La 
mutation conservatrice Ilel95-*Leu (p. ex., dans le mutant du site 1 LEHD) affecte 
fortement l’activité catalytique basale de ce mutant. Ce résidu, situé dans la boucle L2, fait 
des contacts importants avec Lys212 et Ile213 de la boucle L2' (boucle L2 de la seconde unité 
catalytique) et semble ainsi stabiliser le site actif de la caspase 7 dans sa forme active (voir 
Figure S3 du second article). Des mutations variées de ces résidus (Lys212 et Ile213) 
supportent cette hypothèse, la plupart des mutants de ce site affectent fortement l’activité de 
la caspase 7. Ces mutations semblent altérer la constante de Michaelis (Km) de la caspase 7, 
qui se comporte comme si les concentrations de substrats la plaçaient en pseudopremier- 
ordre. Plus précisément, la concentration de substrat semble être inférieure au Km et ne 
permet pas l'obtention de la vitesse maximale théorique normalement obtenue à ces 
concentrations de substrat. Or, à des concentrations de substrats similaires (soit environ 300 
pM d’AcDEVD-afc), la caspase 7 de type sauvage atteint une vitesse qui correspond à 
environ 95% de sa vitesse maximale. L’importance de la séquence du premier site de 
clivage est également supportée par des résultats obtenus par Witkowski et Hardy qui ont 
réalisé différentes études structurales soulignant l’importance de l’interaction entre les 
boucles L2 et L2’ dans l'activité de la caspase 7 (Witkowski and Hardy 2009). Ces auteurs 
et d’autres suggèrent que l’interaction entre ces boucles et la liaison du substrat à la 
pochette de liaison du substrat stabilise le site actif de la caspase 7 (Agniswamy, Fang et al.
2009). Les évidences structurales qu’ils ont obtenues montrent que la mutation de Ile213 ne 
modifie pas la structure générale de l'enzyme. L’effet majeur de la mutation a lieu au 
niveau de la Tyr211 du mutant 1213A qui va s’enfouir dans une cavité à la surface de la 
caspase 7 et accommoder la perte d’espace de la chaine latérale de l’isoleucine 213. La
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proline 214 semble également avoir un impact important au niveau de la stabilisation de 
cette interaction en introduisant une contrainte conformationnelle au niveau du CID. 
L'interaction entre les boucles L2 et L2' est possible même si un seul des deux CID est 
clivé. De plus, le clivage d'un seul CID est suffisant pour stabiliser le site actif du second 
monomère de la caspase 7 et lui permettre une activité complète (Berger, Witte et al. 2006; 
Denault, Békés et al. 2006).
In cellulo cependant, les mutants des sites d'activation de la caspase 7 permettent 
l'exécution de l’apoptose et le clivage de substrats tels la cochaperonne de HSP90 p23. Le 
suivi du clivage de ce substrat est un bon moyen pour détecter l'activité de la caspase 7 
puisque ce substrat n’est pas clivé par la caspase 3 (Walsh. Cullen et al. 2008). Malgré leur 
plus faible activité, ces mutants semblent donc être capables d’exécuter l ’apoptose. 
D'autres groupes ont également rapporté le fait que les caspases exécutrices ne nécessitent 
pas une activité maximale pour causer l’apoptose (Bose, Pop et al. 2003).
La stabilisation du site actif par le clivage est un élément du mécanisme d’activation des 
caspases 3 et 7 qui est également partagé avec certaines protéases de la famille des 
chymotrypsines (Riedl, Fuentes-Prior et al. 2001). Chez ces protéases, le clivage de leur 
pro-segment en N-terminal va générer une nouvelle extrémité (généralement un résidu 
isoleucine) qui forme une interaction avec un résidu aspartate et permet ainsi d’ordonner le 
site actif (Hedstrom 2002). Parallèlement, d'autres protéases ne possèdent pas de séquences 
d'activation optimales. Par exemple, le plasminogène présente un site de clivage sous- 
optimal pour son activation mais qui. comme la caspase 7, est important pour l’activité 
(Ding, Coombs et al. 1995).
La caspase 6 de son côté est activée par le clivage au niveau du site 1 par la caspase 3 
mais est également capable de s’autoactiver au second site (Wang, Cao et al. 2010). De 
manière intéressante, le site d’autoactivation de la caspase 6 (TEVD*A) est presque idéal 
pour cette caspase (Thomberry, Bull et al. 1992). Le mécanisme et le contexte qui 
favorisent cette autoactivation est encore mal compris mais pourraient avoir des 
implications pathologiques intéressantes (Klaiman, Petzke et al. 2008; Graham, Ehmhoefer 
et al. 2011). En effet, une récente étude structurale supporte l’hypothèse d ’une 
autoactivation intramoléculaire (Wang, Cao et al. 2010). Les caspases 3 et 7 ne
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s'autoactivent pas en contexte physiologique mais, tout comme la caspase 6. elles 
s'autoactivent bien lors de leur expression dans E. coli.
Lors de l'expression de la caspase 7 recombinante dans E. coli, la caspase 7 s'autoclive au 
niveau de ces trois sites (deux sites dans le CID et un au niveau du DNT), nécessitant 
toutefois le clivage initial du site 1 avant le site 2. De fait, lorsque le site 1 de la caspase 7 
de type sauvage n'est pas clivé, le second ne le sera pas. Son autoactivation n 'est pas 
compromise si le peptide N-terminal n'est pas clivé, mais elle sera légèrement ralentie en 
bactéries (Denault and Salvesen 2003). L'autoactivation de la caspases 7 n'est toutefois pas 
un mécanisme qui est utilisé physiologiquement chez les métazoaires. Dans les faits, la 
caspase 7 est un très mauvais substrat d'elle-même. In vitro, elle clive son peptide N- 
terminal relativement lentement malgré la présence d’un site de clivage quasi optimal 
(DSVD). Cependant, elle ne clive pas son CID lors d’essais de clivage in vitro (Yang, 
Stennicke et al. 1998). Toutefois, tout comme c’est le cas pour les caspases initiatrices, les 
sites de clivage de la caspase 7 ne sont pas optimaux pour son autoactivation, suggérant 
qu’elle puisse être améliorée. Dans un tel but, les deux sites de clivage de la caspase 7 ont 
été mutés afin d’étudier son autoactivation dans E. coli. Les sites 1 (I195QAD*S) et 2 
(N DTD*A) ont été mutés par la séquence en acides aminés préférée par la caspase 7 
(DEVD*). À des fins de simplification, nous utiliserons la nomenclature site 1 |site 2, c.-à- 
d., la caspase 7 de type sauvage sera I I95QAD|N203DTD. L’aspartate en position PI de 
chacun des sites de clivage a également été muté en alanine afin de contrôler le clivage 
d’un seul site à la fois, c.-à-d., le site 1 (IQAA) ou le site 2 (NDTA) de clivage du CID. Des 
essais de cinétiques d’autoactivation dans E. coli ont été réalisés afin d ’analyser l’impact de 
ces modifications. Comme décris dans la littérature (Denault and Salvesen 2003), la 
caspase 7 s’autoactive dans E. coli au site 1 en premier, mais ne s’autoactive pas lorsque le 
site 1 est non clivable (IQAD-*’IQAA). La mutation du second site n’affecte pas son 
autoactivation dans E. coli ni ses paramètres enzymatiques. Afin de déterminer si la 
localisation du site de clivage a un impact aussi grand que celui de la séquence du site de 
clivage, un mutant de la caspase 7 qui possède un site 1 non clivable et un site 2 ayant la 
séquence du premier site de type sauvage (IQAA|IQAD*S) a été créé. Ce mutant n’a pas la 
capacité de s’autoactiver mais est parfaitement actif lorsqu’activé par la caspase 8. 
Inversement, le mutant pour lequel le site 1 a été muté pour celui du second site
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(NDTD*S|NDTA*A) ne s'autoactive pas. Cela suggère qu'en plus de devoir présenter un 
bon site de clivage, la localisation du site de clivage est importante pour l 'autoactivation de 
la caspase 7. Lorsque placée au niveau du site 1, la séquence DEVD n'améliore pas 
l'autoactivation de cette caspase. Cependant, il faut considérer le fait que ce mutant a une 
activité basale moins grande que la caspase 7 de type sauvage. Tel que confirmé avec les 
mutants du site 1 précédents, ce résultat confirme le rôle crucial de Ile195 dans l'activité 
catalytique de la caspase 7. L'introduction de la séquence en acides aminés DEVD au site 2 
(IQAA|DEVD) ne permet pas d'observer une expression forte de cette forme lors d'essais 
d’autoactivation dans E.coli. Cependant, alors que la forme sauvage prend plus de deux 
heures pour être totalement activée (génération de la grande et de la petite sous-unité), le 
mutant IQAA|DEVD s'autoactive complètement après 30 minutes. Pourtant, l’activité 
catalytique de ce mutant est dix fois inférieure au type sauvage. Ce résultat suggère que 
malgré sa localisation, le second site peut être utilisé pour permettre une autoactivation 
efficace de la caspase 7, un peu comme c’est le cas pour la caspase 6. Nos résultats actuels 
ne nous permettent cependant pas de confirmer que cette activation est intramoléculaire ou 
intermoléculaire. La séquence actuelle du second site de la caspase 7 n’étant pas optimale 
(Thomberry, Rano et al. 1997; Stennicke, Renatus et al. 2000), ce site n’est pas utilisé chez 
la forme sauvage de la caspase 7 pour son autoactivation autant en cellules eucaryotes 
qu’en bactéries.
Ces résultats, combinés à ceux obtenus pour l'activation par les caspases initiatrices in 
vitro et in cellulo, suggèrent que le CID de la caspase 7 est de manière générale optimal 
autant pour son autoactivation que pour son activation par les caspases initiatrices. Cette 
fine régulation de l’activité de la caspase 7 par les caspases initiatrices est fort importante 
pour permettre un contrôle complet de la cascade apoptotique et ainsi empêcher l’activation 
incontrôlée de cet exécuteur de l ’apoptose.
En plus de stabiliser le site actif, le clivage du CID permet également de former la 
pochette de liaison du substrat de la caspase 7 (Chai, Wu et al. 2001; Riedl, Fuentes-Prior et 
al. 2001). Cet événement est essentiel pour conférer une activité basale à la caspase et 
expliquerait pourquoi le zymogène de la caspase 7 n 'a pas ou très peu d’activité. De 
manière intéressante, certains mutants de la caspase 3 qui empêchent l’insertion du CID 
(caspase 3 Val266-►Glu) au niveau de la cavité centrale augmente l’activité zymogène de
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cette caspase (Bose. Pop et al. 2003; Pop. Feeney et al. 2003). La sortie du CID permet de 
stabiliser un des deux sites actifs et de promouvoir l'activité du site actif via une interaction 
entre les boucles L2 et chacun des monomères. L'importance de cette interaction est 
d'ailleurs soulignée par différents travaux (Witkowski and Hardy 2009; Boucher. Biais et 
al. 2011). L'activité de cette forme zymogène est inférieure à celle de la forme active mais 
permet néanmoins l'exécution de Fapoptose (Walters. Pop et al. 2009). Le développement 
de molécules qui ciblent cette cavité afin d'en faire sortir le CID semble d'ailleurs être une 
stratégie qui permet l'activation de la caspase 3 (Schipper. MacKenzie et al. 2011). Les 
monomères d'un même dimère de la caspase 7 ont également été montrés pour être 
indépendants l’un de l’autre (Denault, Békés et al. 2006), suggérant que le développement 
de molécules activatrices de la caspase 7 utilisant une telle stratégie serait possible. 
L’activité de la forme zymogène de la caspase 3 Val266“►Glu va à contresens de l’idée 
généralement admise selon laquelle les caspases exécutrices 3 et 7 n ’ont pas d ’activité 
zymogène à cause d’un CID trop court empêchant la stabilisation de leur site actif 
(Fuentes-Prior and Salvesen 2004). Dans le même ordre d’idée, un mutant de la caspase 7 
possédant un CID plus long ne possède pas une meilleure activité de la forme zymogène. 
En effet, l’élongation du CID par une séquence flexible (répétition de résidus Gly-Ser) 
entre les sites 1 et 2 n’affecte pas l’activité de la caspase 7 ni son activité zymogène. Il est 
cependant possible que la localisation de l'insertion du segment d’élongation n’ait pas 
permis cette activité. Toutefois, le segment a été inséré entre les sites 1 et 2 du CID de la 
caspase 7 pour refléter la longueur du CID des caspases initiatrices.
La longueur du CID de la caspase 8 est plus grande. La réduction de deux à quatre résidus 
du CID entre les sites de clivage 1 et 2 de la caspase 8 diminue son activité zymogène mais 
n'affecte pas son activité postclivage, suggérant que dans ce cas la longueur du CID 
influence l’activité zymogène. Il est cependant possible que la séquence contenue entre les 
deux sites contienne des déterminants importants pour la stabilisation de l’activité 
zymogène, déterminants que les structures cristallographiques actuellement disponibles 
(Blanchard, Kodandapani et al. 1999; Wei, Fox et al. 2000; Keller. Mares et al. 2009) ne 
nous permettent pas de voir. La délétion de six résidus entre les deux sites résulte en une 
perte totale de l’activité zymogène et postclivage de l’enzyme. La structure par résonnance 
magnétique nucléaire de la caspase 8 montre que son CID est beaucoup plus stable que
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celui des caspases exécutrices et que sa structure est bien définie (Riedl, Fuentes-Prior et al. 
2001; Keller. Mares et al. 2009). Dans cette structure, on peut voir que le second site de 
clivage est stabilisé sur le 'haut' de la caspase. 11 est donc également possible que cette 
interaction soit importante pour l'activité zymogène de la caspase 8. Cette hypothèse est 
supportée par le fait que la kinase src phosphoryle la caspase 8 à proximité du second site 
et empêche l'activation de l'enzyme (Cursi. Rufini et al. 2006: Keller. Grutter et al. 2010). 
Par ailleurs, des évidences additionnelles sur le lien entre la fixation du site 2 du CID de la 
caspase 8 et cette kinase restent à être apportées.
Le clivage du CID des caspases 8 et 10 semble être un événement qui contrôle le 
répertoire de substrats et qui leur permet d'induire ou non Fapoptose (Wachmann, Pop et 
al. 2010; Oberst, Dillon et al. 2011; Pop, Oberst et al. 2011). En effet, lorsque complexé à 
FLIP, la caspase 8 possède une activité catalytique et clive certains substrats comme RIPK1 
mais pas les caspases 3 et 7, nuisant ainsi à l'exécution de Fapoptose mais empêchant 
l'exécution de la nécroptose (Green, Oberst et al. 2011). La caspase 8 présente dans ce 
complexe possède un CID non clivé. Similairement, la caspase 10 ayant un CID intact clive 
efficacement BID et permet d’induire Fapoptose mais ne peux pas protéolyser directement 
les caspases 3 et 7 (Wachmann, Pop et al. 2010). Selon les données actuelles, le clivage du 
CID des caspases exécutrices n'affecte pas leur spécificité de substrats puisque celles-ci ne 
possèdent pas d'activité zymogène. Le contrôle de la spécificité de substrat se fait 
majoritaire au niveau de leur pochette de liaison du substrat et au niveau de déterminants 
externes à ce site, tel que démontré par la seconde publication présentée dans cette thèse 
(Boucher, Biais et al. 2012).
9.2 Spécificité de substrat de la caspase 7
Les caspases 3 et 7 clivent différentes protéines et orchestrent le démantèlement terminal de 
la cellule lors de Fapoptose. Ces protéases sont des enzymes de signalisation (Salvesen and 
Dixit 1997) et contrairement aux protéases dégradatives (p. ex., cathepsines lysosomiales, 
protéasome et enzymes digestives telles la pepsine et la trypsine), elles clivent des substrats 
précis dans la cellule. Les caspases 3 et 7 se ressemblent beaucoup au niveau structural 
(76% d'homologie structurale) et au niveau de leur composition en acide aminé (57% 
d'identité de séquence). Elles sont également exprimées dans la majorité des tissus (Wu, 
Orozco et al. 2009). Cependant, de très faible niveau de la caspase 7 sont exprimés dans le
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cerveau (Juan. McNiece et al. 1997) alors que son gène est fortement exprimé au niveau du 
petit intestin (Wu. Orozco et al. 2009). Malgré cela, la caspase 3 a longtemps été considérée 
comme la caspase exécutrice majeure, puisque l'excision de son gène entraine chez certains 
fonds génétiques murins la mort embryonnaire (Kuida. Zheng et al. 1996). Cette mort est 
entre autre due à un développement cérébral anormal. La plus forte activité enzymatique 
basale de la caspase 3 (par rapport à la caspase 7 sur AcDEVD-afc) et l'effet prononcé de 
sa suppression sur le clivage de plusieurs substrats apoptotiques ont renforci cette idée 
(Slee. Adrain et al. 2001). D'autres études ont cependant montrées que l'absence de la 
caspase 3 peut être compensée par une augmentation de l'expression de la caspase 7 
(Zheng, Hunot et al. 2000). Sous certains fonds génétiques, cette augmentation est 
suffisante pour minimiser fim pact de la perte de la caspase 3 (Houde, Banks et al. 2004). 
L'absence de la caspase 3 dans certaines lignées cellulaires [p. ex., les cellules MCF-7 
(Brooks, Locke et al. 1973)] suggèrent que la caspase 7 est capable d’exécuter seule 
l’apoptose (Walsh, Cullen et al. 2008). Ces travaux ont contribué à amplifier l’idée que les 
caspases 3 et 7 sont des enzymes redondants. Cependant, ces derniers travaux montrent que 
les caspases 3 et 7 ont un répertoire de substrats différents et une efficacité catalytique qui 
varie selon le substrat. Alors que la perte de la caspase 3 altère le clivage de plusieurs 
substrats lors de fapoptose, la perte de caspase 7 semble empêcher le clivage de p23 
seulement. Les études protéomiques attribuent la grande majorité des substrats apoptotiques 
identifiés à la caspase 3. Cependant, les méthodes d ’analyses protéomiques utilisées jusqu’à 
présent permettent de distinguer difficilement un bon substrat d’un excellent substrat pour 
une caspase particulière. Par conséquent, plusieurs des substrats identifiés ne sont 
possiblement pas des substrats physiologiques ou importants pour le déroulement de 
l’apoptose (Agard and Wells 2009; Demon, Van Damme et al. 2009). De récentes avancées 
dans le domaine rendent maintenant possible la quantification du clivage de plusieurs 
substrats des caspases par spectrométrie de masse (Agard, Mahrus et al. 2012; Wejda, 
Impens et al. 2012). De plus, les protéines de faible abondance sont moins bien détectées 
par ces méthodes et il est possible que cela empêche la détection de certains substrats. 
Cependant, ces travaux confirment l’activité variable des caspases 3 et 7 sur différentes 
protéines.
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Les caspases 3 et 7 reconnaissent une séquence tétrapeptidique qui va contenir en C- 
terminal un résidu aspartate (Wei. Fox et al. 2000). Elles préfèrent certaines structures 
primaires à d'autres, tel que répertorié précédemment (Thomberry. Rano et al. 1997). Elles 
vont également sélectionner les sites de clivage qui possèdent un petit acide aminé 
aliphatique (p. ex., Gly. Ala et Ser) en P I ' du site de clivage (Stennicke. Renatus et al. 
2000; Demon, Van Damme et al. 2009). Cependant, lorsqu'on analyse le répertoire de 
substrats de la caspase 7, plusieurs de ceux-ci ne présentent pas des motifs de clivage 
optimaux (Rawlings, Barrett et al. 2012). Par exemple, la sous-unité catalytique de la 
télomérase (Soares, Lowe et al. 2011), l'ataxin-7 (Young, Gouw et al. 2007) et la 
cochaperonne d'HSP90 p23 (Gausdal, Gjertsen et al. 2004) présente une proline en position 
P4 (PEVD). Ce site est fortement défavorable pour un clivage par la caspase 7 . du moins 
lorsque présent dans des substrats peptidiques (Stennicke, Renatus et al. 2000). De plus, 
nos résultats montrent que la caspase 7 clive inefficacement un peptide fluorogénique 
dérivé de cette séquence (AcPEVD-afc). De son coté, la caspase 3 clive cette séquence 
beaucoup plus efficacement. Malgré cela, les trois substrats nommés ci-haut sont clivés 
uniquement ou du moins préférentiellement par la caspase 7. Plusieurs autres substrats ont 
également été montrés comme étant clivés plus efficacement par la caspase 7 que par 
caspase 3 malgré une plus faible activité catalytique intrinsèque de la caspase 7. Ces 
résultats suggèrent que la caspase 7 utilise des déterminants particuliers externes au site 
actif et à la pochette de liaison du substrat pour favoriser le clivage de certains de ses 
substrats (Timmer, Zhu et al. 2009; Crawford and Wells 2011). De tels sites sont appelés 
exosites et sont utilisés par certaines protéases pour sélectionner et pour cliver certains 
substrats (Overall 2002).
Par définition, un exosite est un site qui est situé à l'extérieur de la pochette de liaison du 
substrat et du site catalytique et qui va lier directement un substrat. Il est essentiel de 
différencier Fexosite du site allostérique. Le site allostérique est un site qui est situé à 
l’extérieur de la pochette de liaison du substrat mais qui ne lie pas directement le substrat. Il 
lie plutôt une petite molécule, ce qui entraine un changement de conformation de la 
protéase. Ce changement conformationnel modifie l’affinité de l'enzyme pour son substrat 
(Hauske, Ottmann et al. 2008; Persson and Olsen 2012). Quant à lui, Fexosite lie 
directement le substrat et entraine une augmentation de la concentration locale du substrat.
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Cela a pour effet d'améliorer les paramètres cinétiques de la protéase pour ses substrats 
(Bock. Panizzi et al. 2007).
Deux types d'exosites sont utilisés par les protéases: les exosites intégrés et les exosites 
modulaires. La thrombine. par exemple, utilise deux exosites distincts qui sont intégrés au 
corps catalytique. D'autre part, les MMP utilisent un exosite dit modulaire, c'est-à-dire 
distinct de l'unité catalytique. Chez ces enzymes, ce type d'exosite aura également pour 
rôle de favoriser la présentation du substrat dans une conformation particulière (Overall 
2002).
Jusqu'à présent, aucun exosite n'avait été découvert chez les caspases. De tels sites ont été 
suggérés pour la reconnaissance par certains inhibiteurs comme XIAP (Riedl, Renatus et al. 
2001) ou p35 (Xu, Cirilli et al. 2001). Par exemple, XIAP va interagir avec la caspase 7 en 
se liant au niveau de la pochette de liaison du substrat en sens inverse. Cette liaison est 
également stabilisée par une interaction additionnelle au niveau d’un exosite (Chai, 
Shiozaki et al. 2001).
Afin d'identifier des exosites potentiels impliqués dans la spécificité de substrats de la 
caspase 7 sur des substrats définis (ici p23 et PARP-1), une série de mutants de la caspase 7 
dans lesquelles des régions précises de la caspase 3 ont été interchangées sur la caspase 7 a 
été créée. Ces régions ont été sélectionnées pour leur différence entre les caspases 3 et 7. 
Étant donné la grande similitude entre ces deux caspases, nous avons proposé que les 
déterminants impliqués dans la divergence de spécificité de substrats entre celles-ci s'y 
trouvaient. Cette petite librairie nous a permis d’identifier une région dans le domaine N- 
terminal (DNT) de la caspase 7 qui présente toutes les caractéristiques d’un exosite et 
permet un clivage efficace de PARP-1 par la caspase 7. Premièrement, l'exosite a la 
capacité de lier directement le substrat. En effet, le DNT de la caspase 7 (acides aminés 24 
à 62) a la capacité de précipiter par affinité PARP-1 d’un lysat cellulaire. La mutation de 
quatre résidus lysine (K38KKK) en alanine réduit considérablement l’affinité du domaine 
pour PARP-1, suggérant que ces quatre résidus sont cruciaux dans le fonctionnement de 
l’exosite. Deuxièmement, l’exosite ne doit pas affecter les paramètres cinétiques de bases 
de l’enzyme, ce qui est le cas. Ici, l’activité basale de la caspase 7 est définie comme étant 
son activité sur un peptide fluorogénique. Bien qu’ayant une activité catalytique intrinsèque 
similaire à la caspase 7 de type sauvage, ce mutant clive pourtant trente fois moins
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efficacement PARP-1 dans un lysat cellulaire. Ces caractéristiques confirment bel et bien 
que le site identifié est un exosite. Puisque cet exosite peut-être dissocié du domaine 
catalytique de la caspase 7 sans affecter son activité basale, cet exosite est donc de type 
modulaire, comme les exosites retrouvés chez les MMP. Le mutant de la caspase 3 qui 
possède cet exosite montre également que fexosite est modulaire puisque celui-ci est 
transférable. Sa transposition augmente d'environ trente fois également l'efficacité de 
clivage de PARP-1, ce qui concorde bien avec les valeurs obtenues pour sa délétion de la 
caspase 7.
Il serait intéressant de tester la possibilité que fexosite permette une forme de 
coopérativité chez la caspase 7. C'est-à-dire, qu'un exosite d’une unité catalytique 
présenterait un substrat à la seconde unité catalytique du dimère. L'utilisation de la 
coopérativité n’est pas répertoriée chez les caspases exécutrices.
Il semble que fexosite soit le déterminant majeur de la grande spécificité et efficacité de 
clivage de PARP-1 par la caspase 7. En effet, les autres protéines de la librairie de mutants 
hybrides n ’affectent pas de manière importante le clivage de PARP-1 en comparaison avec 
le mutant du DNT. Cependant, il serait intéressant d’exprimer les mutants de la librairie 
sans fexosite identifié dans cet article afin de voir si d’autres régions uniques à la caspase 7 
sont importantes pour le clivage de PARP-1. Il est possible que l’effet important de 
fexosite identifié masque d’autres déterminants. L’identification de ceux-ci nous 
permettrait d’établir plus facilement un modèle pour la liaison de PARP-1 sur la caspase 7.
Outre PARP-1, fexosite du DNT de la caspase 7 est utilisé pour cliver plus efficacement 
p23, ce qui suggère que cette caspase utilise son exosite pour plusieurs substrats précis, 
soulignant la possible importance du clivage de ces substrats durant fapoptose. Cette 
cochaperonne joue divers rôles dans la cellule (Echtenkamp, Zelin et al. 2011) mais 
l’importance et le rôle fonctionnel de son clivage restent à être déterminés (Woo, An et al. 
2009). Cependant, fexosite ne semble pas posséder une aussi grande affinité pour p23 que 
pour PARP-1. En effet, la précipitation par affinité à la GST avec le DNT ne permet pas de 
précipiter p23. Néanmoins, le mutant de la caspase 7 qui ne possède pas fexosite clive 
moins efficacement p23, suggérant que fexosite est tout de même important pour la 
reconnaissance de ce substrat. Il semble plutôt que plusieurs régions additionnelles sont 
importantes pour le clivage de p23. La mutation de ces régions affecte faiblement l’activité
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catalytique basale de la caspase 7 et plus fortement le clivage de p23. Ces régions sont 
surtout concentrées au-dessus de la pochette de liaison du substrat et les acides aminés 
précis impliqués dans ce processus n’ont pas été déterminés lors de l'étude. L'identification 
de ces résidus par mutagenèse individuelle permettra de mieux cibler ces sites et de 
déterminer s'ils sont des exosites. Des données cristallographiques de ces mutants 
permettront également de voir si les mutations effectuées peuvent altérer de quelque façon 
la structure de la caspase 7 et expliquer les résultats obtenus. Pour le moment, le site ne 
peut être qualifié d'exosite puisque des évidences additionnelles d'interaction directe entre 
p23 et la caspase 7 ne sont pas disponibles. Étant donné que la position P4 du site de 
clivage de p23 n'est pas optimale, il est possible que ces changements affectent aussi la 
reconnaissance par la caspase 7. La détermination des paramètres cinétiques de ces mutants 
sur AcPEVD-afc permettra de répondre à cette question. Des études structurales 
permettront d ’y voir plus clair à ce sujet et de déterminer si le site identifié pour p23 est bel 
et bien un exosite ou s'il affecte plutôt indirectement la capacité de la caspase 7 à 
reconnaitre p23 au niveau du site de clivage seulement. Dans le cas où la séquence 
identifiée serait un exosite, il serait intégré comme c’est le cas pour les exosites de la 
thrombine. Il serait donc possible que la caspase 7 utilise deux types différents d ’exosites, 
intégré et modulaire, selon le substrat.
De plus, nos essais cellulaires n’ont pas étudié directement les effets de l’exosite sur 
l’exécution de l’apoptose. Ces essais dans des lignées n’exprimant pas la caspase 7 de type 
sauvage mais exprimant des niveaux stables et endogènes de caspases 7 mutantes nous 
permettrons de mieux mesurer l’effet de fexosite sur l’exécution de fapoptose.
Pour le moment, nous ne savons pas si fexosite du DNT est important pour le clivage 
d’autres substrats de la caspase 7. Cette perspective est intéressante considérant que la 
caspase 7 clive un nombre de substrats qui est relativement restreint (une cinquantaine 
identifiés jusqu’à aujourd’hui) comparé à ceux de la caspase 3 (jusqu’à 2 400 selon certains 
estimés) (Luthi and Martin 2007; Amtzen and Thiede 2012; Rawlings, Barrett et al. 2012). 
Nous proposons que le caspase 3 soit une caspase généraliste qui a pour but de cliver une 
grande quantité de protéines pour mener au démantèlement rapide et efficace de la cellule 
lors de fapoptose. De son coté, la caspase 7 pourrait être un enzyme davantage sélectif qui
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clive des substrats bien précis autant dans un contexte apoptotique qu'inflammatoire. Cette 
sélectivité de la caspase 7 pourrait résider dans son exosite du DNT et ou d 'un autre 
exosite. En contexte inflammatoire, le clivage de PARP-1 par la caspase 7 semble être un 
événement important (Petrilli, Herceg et al. 2004). En réponse au LPS 
(lipopolysaccharides). les macrophages et les cellules dendritiques activent la caspase 1 via 
l'inflammasome NLRP3 qui à son tour active la caspase 7. La stimulation des cellules au 
LPS augmente également l'expression génétique de la caspase 7 (données disponibles sur 
BioGPS/GeneAtlas (Wu. Orozco et al. 2009)). Une fois clivée, la caspase 7 transloque au 
noyau et y clive PARP-1 (Erener, Pétrilli et al. 2012). Ce clivage régule l'association de 
PARP-1 à la chromatine et affecter l’expression de plusieurs gènes sous le contrôle de 
NFkB (p.ex., l’interleukine-6). La localisation nucléaire de la caspase 7 n’est cependant pas 
bien comprise et les mécanismes exacts qui en découlent sont peu caractérisés (Marfori, 
Mynott et al. 2011). Chez l'orthologue de la grenouille, cette localisation dépend de la 
séquence polylysine du DNT (Yaoita 2002) mais cela ne semble pas être le cas chez 
l’Homme durant l’apoptose (Denault and Salvesen 2003). Il est cependant possible que ce 
processus soit régulé de manière différente chez l’Homme durant l’apoptose et durant la 
réponse inflammatoire des macrophages. La localisation nucléaire de la caspase 7 durant 
l’inflammation pourrait lui permettre de contenir son activité apoptotique et rendre 
accessible plusieurs substrats qui ne le sont pas autrement puisque l’intégrité du noyau n ’est 
pas compromise lors de la réponse inflammatoire au LPS (Bergsbaken, Fink et al. 2009). 
Cependant, outre ce cas et la localisation de la caspase 7 dans les réceptosomes du 
récepteur TNF-R1 (Edelmann, Bertsch et al. 2011). aucune étude n’a clairement adressé 
l’importance de la co-localisation de la caspase 7 et de ses substrats.
Un fait intéressant est que plusieurs protéines clivées plus efficacement par la caspase 7 
sont des protéines nucléaires : la cochaperonne d’HSP90 p23 (Mollerup and Berchtold 
2005; Echtenkamp, Zelin et al. 2011), l’histone déacétylase 7 (Scott, Fuchs et al. 2008), la 
sous-unité catalytique de la télomérase (Soares, Lowe et al. 2011), PARP-1 et MAX 
(Krippner-Heidenreich, Talanian et al. 2001) pour ne nommer que quelques unes (Agard, 
Mahrus et al. 2012). Il est possible que le clivage de ces substrats, en plus de PARP-1, ait 
un rôle à jouer au niveau de la réponse nucléaire au LPS durant l’inflammation. Par 
exemple, le clivage de p23 et de la sous-unité catalytique de la télomérase contribueront
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tous deux à réduire l'activité globale de la télomérase (Woo. An et al. 2009; Soares, Lowe 
et al. 2011). Tout comme PARP-1. il semble que la télomérase ait un rôle à jouer dans la 
structure de la chromatine et. par conséquent, son clivage pourrait affecter l'expression de 
certains gènes (Masutomi. Possemato et al. 2005). De plus, la télomérase a un rôle potentiel 
dans la régulation de fapoptose (Gorbunova, Seluanov et al. 2002; Del Bufalo, Rizzo et al. 
2005; Rahman, Latonen et al. 2005). Ces fonctions de la télomérase sont dans certains cas 
indépendantes de son activité catalytique. Une étude du rôle des fragments de cette protéine 
au niveau de la réponse génique lors de l'inflammation apporterait des éclaircissements sur 
le sujet. MAX, un autre substrat de la caspase 7, module l'action de MYC, un puissant 
régulateur de la prolifération cellulaire durant finflammation (Peterson and Ayer 2011; 
Dang 2012). L’impact cellulaire de son clivage n 'a pas encore été caractérisé mais pourrait 
possiblement moduler l’axe MYC/MAD/MAX. Cet axe est impliqué dans la régulation de 
nombreux processus (Grandori, Cowley et al. 2000) et il est possible que le clivage de 
MYC par la caspase 7 ait un impact sur la réponse cellulaire lors de l’inflammation et lors 
de l’apoptose.
L’usage potentiel d'exosites permet de croire que ces sites sont régulés de manières 
différentes et que cela peut moduler le clivage de certains substrats de la caspases 7 en 
fonction des situations biologiques. La caspase 7 possèdent plusieurs sites de 
phosphorylation potentiels, dont certains sont situés au niveau du DNT. La kinase PAK-2 
(p21 -activated kinase 2) phosphoryle trois sites sur la caspase 7 dont un situé près de 
l’exosite (Li, Wen et al. 2011). La kinase PKC8 (protéine kinase C 8) phosphoryle des 
motifs qui sont présents dans le DNT (Gschwendt 1999). Fait intéressant, la caspase 7 clive 
et active la PKCÔ durant fapoptose (Emoto, Manome et al. 1995) mais également suite au 
traitement des microglies avec le LPS (Burguillos, Deierborg et al. 2011). Cependant, 
l’activation des caspases 7 et 3 ne cause pas la mort cellulaire dans ce contexte mais active 
plutôt les microglies. Il est possible que dans ce contexte cellulaire l’activité des caspases 
exécutrices soit affectée par la phosphorylation. De récents travaux suggèrent également 
que la phosphorylation de sites de clivages par les caspases sur des substrats définis 
améliorent fortement le clivage de plusieurs substrats (Dix, Simon et al. 2012). 
Parallèlement, les résidus lysine sont également modifiés par de multiples modifications 
posttraductionnelles dont la méthylation (He, Korboukh et al. 2012), l’acétylation (Close,
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Creppe et al. 2010) et l'ubiquitination (Vucic, Dixit et al. 2011). Ces exemples de 
modifications pourraient réguler l'exosite en modifiant directement l'exosite.
Nos résultats suggèrent également que le clivage du peptide N-terminal de la caspase 7 est 
un autre élément qui régule l'usage de l'exosite du DNT. Ce peptide, clivé par la caspase 3 
dans plusieurs contextes apoptotiques. permet l'activation par les caspases initiatrices 
(Yang, Stennicke et al. 1998; Denault and Salvesen 2003). De plus, le clivage du peptide 
N-terminal régule la stabilité cellulaire de la caspase 7 via le protéasome (Choi. 
Butterworth et al. 2009). Or, dans un contexte inflammatoire et plus généralement lorsque 
la caspase 3 n’est pas activée, la caspase 1 n’a pas besoin de cliver ce peptide pour 
permettre l’activation de la caspase 7. Il semble cependant que la caspase 1 clive le peptide 
N-terminal de la caspase 7 elle-même (Lamkanfi, Kanneganti et al. 2008). En plus de ces 
deux peptidases, la protéase à cystéine calpaïne-1 a également la capacité de cliver la 
caspase 7 au niveau de son DNT dans les neurones corticaux suite à une dérégulation 
calcique (Gafni, Cong et al. 2009). Ce clivage pourrait affecter l’utilisation de l’exosite en 
modifiant la structure du DNT et par conséquent la présentation de l’exosite. Pour le 
moment, la structure du DNT n’est pas encore connue. Sa détermination permettrait de 
déterminer comment les quatre résidus lysine de l’exosite sont présentés. Combinée à des 
études visant à mieux comprendre comment l’exosite reconnaît les substrats via l’exosite, la 
structure du DNT pourra être un outil fort utile pour la prédiction d'éventuel substrat de 
caspase 7.
La découverte de l'exosite met également en lumière le premier rôle bien défini pour le 
DNT de la caspase 7. La délétion partielle (acides aminés 1-45) n’affectant pas l’exécution 
de l’apoptose par surexpression de la caspase 7 (Denault and Salvesen 2003), le rôle de ce 
domaine a été sous-estimé. Il a été suggéré que le DNT régule la localisation cellulaire de la 
caspase 7 mais ce rôle reste sujet de débats dans la littérature (Yaoita 2002; Denault and 
Salvesen 2003). Tel que discuté ci-haut, l’implication du DNT de la caspase 7 dans la 
reconnaissance des substrats ouvre la porte à l'étude de la régulation de l’activité de cette 
caspase par le DNT.
9.3 Caspase 7 est une caspase exécutrice unique
Bien que longtemps considérées comme redondantes, les caspases 3 et 7 semblent de plus 
en plus posséder des fonctions différentes (Slee, Adrain et al. 2001; Walsh, Cullen et al.
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2008; Akhter. Gavrilin et al. 2009; Lamkanfi and Kanneganti 2010; Erener. Pétrilli et al. 
2012). La caspase 7 possède certaines caractéristiques qu'elle ne partage pas avec la 
caspase 3. Par exemple, l'utilisation d'un exosite par la caspase 7 pour le clivage de 
substrats précis, lui est unique (Boucher, Biais et al. 2012). Cette optimisation de la caspase 
7 lui permet d'accomplir efficacement des événements protéolytiques cruciaux dans des 
contextes spécifiques. Pour l'exécution de fapoptose chez la souris, la caspase 7 est 
suffisante mais n'est pas cruciale (Lakhani. Masud et al. 2006). Cependant, elle est 
importante lors de certains processus inflammatoires (Lamkanfi and Kanneganti 2010). 
Lors du choc septique, les souris n'exprimant pas la caspase 7 sont résistantes à l'injection 
de fortes doses de LPS (Lamkanfi, Moreira et al. 2009). Un axe caspase 1-caspase 7— 
PARP-1 semble être important dans la réponse inflammatoire dans certains contextes 
(Erener, Pétrilli et al. 2012), axe qui la distingue de la caspase 3. De plus, la caspase 7 est 
essentielle pour limiter la prolifération de plusieurs pathogènes intracellulaires (Akhter, 
Gavrilin et al. 2009). L'étude des substrats clivés par la caspase 7 qui sont impliqués dans 
un tel processus nous permettra de mieux comprendre comment cette peptidase est 
impliquée dans ce processus. Des études protéomiques suggèrent d’ailleurs que la caspase 7 
clive plusieurs substrats lors de la pyroptose (Lamkanfi, Kanneganti et al. 2008; Agard, 
Maltby et al. 2010). Il sera également intéressant de déterminer si la caspase 7 utilise son 
exosite (celui du DNT ou un autre) pour le clivage de ces substrats. Considérant 
l’importance de la caspase 7 et du clivage de PARP-1 lors du choc septique (Pétrilli, 
Herceg et al. 2004; Lamkanfi, Moreira et al. 2009), l’exosite de la caspase 7 devient ici une 
cible thérapeutique fort intéressante qui constituerait une alternative avantageuse aux 
inhibiteurs actuels (MacKenzie, Schipper et al. 2010) des caspases qui ciblent le site actif 
des caspases de manière peu spécifique (McStay, Salvesen et al. 2008).
Outre l’inflammation, la caspase 7 est également impliquée dans le clivage de l’ataxin-7 
dans l’ataxie spinocérébrale de type 7 (Young, Gouw et al. 2007). Cet événement 
protéolytique est responsable de la mort cellulaire causée par l’agrégation nucléaire de 
l’ataxine-7 causée par des expansions de type polyglutamine. Le clivage par la caspase 7 
génère un fragment toxique plus stable qui s’accumule davantage au noyau (Mookeijee, 
Papanikolaou et al. 2009). La caspase 7 est la seule caspase humaine ayant la capacité de
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cliver l'ataxine-7 et l'idée du possible usage d'un exosite lors de ce processus est attrayante 
et pourrait fournir une avenue thérapeutique intéressante.
Il est probable que d'autres caspases clivent certains substrats physiologiques et 
pathologiques importants et que ces caspases utilisent des exosites pour augmenter leur 
spécificité et leur efficacité enzymatique. Par exemple, la caspase 6 clive plusieurs substrats 
impliqués dans la maladie d 'Alzheimer (Klaiman, Petzke et al. 2008). De plus, dans un 
modèle murin de la maladie d'Huntington. elle opère également le clivage de la huntingtin 
(Graham. Deng et al. 2006). Ces exemples suggèrent des avenues thérapeutiques 
intéressantes dans plusieurs maladies neurodégénératives (Graham, Ehmhoefer et al. 2011) 
et le ciblage des exosites potentiels est alléchant.
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C o n c l u s i o n
L'apoptose est une forme de mort cellulaire qui depuis des années suscite beaucoup 
d'intérêt. Au cours de mon doctorat, je me suis intéressé particulièrement à comprendre 
comment l'un des acteurs importants de ce processus, la caspase 7. est reconnue en tant que 
substrat apoptotique par les caspases initiatrices qui l'activent et à la façon dont la caspase 
7 reconnaît elle-même ses substrats.
Dans la première étude, je  me suis intéressé à savoir comment la séquence en acides 
aminés du connecteur interdomaine de la caspase 7 contrôle l'activation de cette dernière. 
Cette région hautement flexible contient les deux sites d'activation reconnus par les 
caspases initiatrices. Mes travaux suggèrent que le site est quasi optimal autant in vivo 
qu in vitro alors que le second peut être fortement amélioré. De plus, la séquence du site 1 
est importante pour permettre une activité adéquate à la caspase 7. Nos travaux suggèrent 
également qu'il est possible d'améliorer l 'autoactivation de la caspase 7 en améliorant le 
site 2 mais que l’élongation du CID ne confère pas une meilleure activité à la forme 
zymogène. Cette étude permet de conclure que globalement, la séquence du CID de la 
caspase 7 est optimale pour permettre une activation et une activité adéquate à cette 
caspase. Elle suggère également que la longueur du CID de la caspase 8 est un élément 
crucial qui lui permet d’avoir une activité préclivage mais que ce facteur ne permet pas à la 
caspase 7 de posséder le même type d’activité.
La seconde étude visait à comprendre comment la caspase 7 reconnaît ses substrats via des 
déterminants moléculaires situés à l’extérieur du site actif, les exosites. Notre étude a 
permis l’identification d’une région composée de quatre résidus lysine consécutifs situés 
dans le domaine N-terminal de la caspase 7 qui lie directement un substrat de la caspase 7, 
PARP-1. Cet exosite est transférable sur la caspase 3 et améliore le clivage de p23, un autre 
substrat de la caspase 7. Cette étude nous permet de conclure que la caspase 7 utilise un 
exosite modulaire situé dans son domaine N-terminal qui lui permet de cliver plus 
efficacement PARP-1 et p23. Cette étude, la première à démontrer et à étudier 
explicitement la présence d’exosite chez les caspases, ouvrent la porte à l'étude de d’autres 
exosites chez les caspases.
Considérant l'émergence de la caspase 7 en tant que caspase apoptotique et inflammatoire 
(Lamkanfi and Kanneganti 2010). une meilleure compréhension des mécanismes précis qui 
contrôle son activation et sa spécificité de substrats est essentielle pour bien comprendre 
l'implication de la caspase 7 dans ces processus. La découverte d'exosites chez d'autres 
caspases paverait la voie vers le développement d'inhibiteurs plus spécifiques des caspases. 
Ces outils nous permettront de mieux comprendre le rôle précis des caspases dans diverses 
situations physiologiques et pathologiques.
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